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Výskyt obezity již dosahuje epidemických rozměrů. Jako hlavní příčina bylo kromě 
nadměrného příjmu potravin a nedostatku fyzické aktivity identifikováno genetické pozadí 
a v poslední době i tzv. obezogeny. Tyto látky poškozují metabolické procesy, zasahují do 
hormonálních funkcí a narušují energetickou rovnováhu ve prospěch přibírání na 
hmotnosti a vzniku obezity.  
Teoretická část této práce se zabývá obezitou, tukovou tkání, tukovou kapénkou a 
obezogeny. Z obezogenů je více rozebrána skupina perzistentních organických polutantů, 
z níž byl jeden zástupce použit v praktické části této práce.        
Cílem praktické části bylo popsat buněčný model diferenciace mesenchymálních 
kmenových buněk do adipocytů a následně zkoumat vliv jednoho z nejčastěji se 
vyskytujících obezogenů na expresi genů lipidového metabolismu a genů insulinové 
signální dráhy.  
U buněk byly v průběhu diferenciace sledovány morfologické změny (ve dnech 0, 4, 10 a 
21). Mesenchymální buňky protáhlého vřetenovitého tvaru se mění na adipocyty vyplněné 
tukovými kapénkami. Pro kvantifikaci akumulovaných lipidů bylo použito barvení Oil Red 
O. Diferenciace v adipocyty byla potvrzena fluorescenční imunocytochemií za použití 
specifického proteinu FABP4. Viabilita buněk byla stanovována pomocí metody 
PrestoBlue™ Cell Viability Reagent. V průběhu diferenciace nebyly pozorovány 
signifikantní změny v buněčné viabilitě. 
V průběhu diferenciace byly adipocyty vystaveny účinkům látky ze skupiny perzistentních 
organických polutantů (POP), a to DDE. Přidání lipidů do diferenciačního média 
simulující nutričně toxické prostředí statisticky významně snížilo u diferencujících se 
adipocytů expresi genů regulujících adipogenezi (OCT4, PPARG a PPARGC1B). 
Expozice DDE statisticky významně zvýšila expresi genů lipidového metabolismu a 
insulinové signální dráhy (INSR, AKT2, ACLY, LIPE a FASN) oproti diferenciačnímu 
médiu s přidanými lipidy.  
Tato práce tak potvrzuje, že POP nejsou v tukové tkáni jen pasivně uloženy, ale že narušují 
metabolické funkce. Mohou tak hrát významnou roli v rozvoji obezity a jejích komplikací.  
Klíčová slova: tuková kapénka, tuková tkáň, obezita, obezogeny, DDE, mesenchymální 
kmenové buňky, adipocyty 
 
Abstract 
The prevalence of obesity has already epidemic dimensions. Recently, the obesogens have 
been identified as the main cause in addition to excessive food intake, the lack of physical 
activity and the genetic background. These substances damage the metabolic processes, 
interfere with the hormonal functions and impair the energy balance in behalf of gaining 
weight and obesity.  
The theoretical part of this work deals with obesity, adipose tissue, lipid droplet and 
obesogens. From the obesogens there is closely specified a group of persistent organic 
pollutants (POP) from which one representative was used in the practical part of this work.  
The aim of the practical part was to describe the cellular model of differentiation the 
mesenchymal stem cell into adipocytes and to investigate the effect of one of the most 
frequently occurring obesogen on the expression genes of lipid metabolism and insulin 
signalling pathway. 
The morphological changes were observed in cells during differentiation (at days 0, 4, 10 
and 21). The mesenchymal cells of the elongated spindle shape changed into adipocytes 
filled with lipid droplets. Oil Red O staining was used for quantification of accumulated 
lipids. The differentiation to adipocytes was confirmed by fluorescence 
immunocytochemistry using a specific protein FABP4. The cell viability was determined 
by using the PrestoBlue™ Cell Viability Reagent. During the differentiation there were not 
observed any significant changes in the cellular viability.   
During the differentiation, the adipocytes were exposed to the effect of the substance from 
the group of persistent organic pollutants, nominally DDE. The addition of lipids to the 
differentiation medium simulating nutritionally toxic environment reduced significantly the 
expression of genes regulating adipogenesis (OCT4, PPARG and PPARGC1B) by 
differentiating adipocytes. The exposure of DDE significantly increased the expression of 
genes of lipid metabolisms and the insulin signalling pathway (INSR, AKT2, ACLY, LIPE 
and FASN) compared to the differentiation medium with added lipids.  
This work confirms that POP are not only passively stored in the adipose tissue but what is 
more they can impair metabolic functions. They can have an important role in the 
development of obesity and it´s complications.      
Key words: lipid droplet, adipose tissue, obesity, obesogens, DDE, mesenchymal stem 
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Seznam použitých zkratek a symbolů 
 
ACLY     ATP citrát lyáza 
acyl-CoA      acylkoenzym A 
ADRP      adipofilin (z angl. adipose differentiation-related protein; PLIN2, perilipin 
2) 
AKT2  AKT serin/threonin kináza 2 
bAT   béžová tuková tkáň (z angl. beige adipose tissue) 
BAT  hnědá tuková tkáň (z angl. brown adipose tissue) 
BMI  Body Mass Index 
CIDE      skupina proteinů navozujících buněčnou smrt a fragmentaci DNA v savčích 
buňkách (z angl. cell death-inducing DFF45-like effector) 
DDE  dichlordifenyldichlorethylen (1,1-dichloro-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethylen) 
DDT  dichlordifenyltrichlorethan (trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethan) 
DM2T  diabetes mellitus 2. typu  
ER  endoplazmatické retikulum 
FABP4 člen skupiny proteinů vázajících mastné kyseliny (z angl. fatty acid binding    
protein 4) 
FASN  syntáza mastných kyselin 
hADMSCs      lidské mesenchymální kmenové buňky derivované z tukové tkáně 
INSR    insulinový receptor 
LIPE      hormon-senzitivní lipáza (HSL) 
PBS  pufrovaný fyziologický roztok (z angl. phosphate buffered saline) 
PCB  polychlorované bifenyly 
PLIN1      perilipin 1 (PLIN1), člen skupiny PAT proteinů 
PLIN2  perilipin 2 (ADRP, adipofilin, z angl. adipose differentiation-related protein) 
POP  perzistentní organické polutanty 
PPARA alfa receptory aktivované peroxisomovým proliferátorem 
PPARG      gamma receptory aktivované peroxisomovým proliferátorem 
RT-PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. real-time polymerase chain reaction) 
TG  triacylglyceroly 
TNF-α      faktor nádorové nekrózy α (z angl. tumor necrosis factor α) 
WAT  bílá tuková tkáň (z angl. white adipose tissue) 
WHO  Světová zdravotnická organizace 







V současnosti trpí obezitou či nadváhou téměř třetina lidí ve věku vyšším než 18 let a 
výskyt tohoto onemocnění stále celosvětově vzrůstá, přestože se jedná o onemocnění 
preventabilní. Alarmující je, že jeho prevalence prudce stoupá nejen u dospělých, ale i u 
dětí.  
Nadváhu a obezitu definujeme jako nadměrné nebo abnormální ukládání tuku, které 
negativně ovlivňuje zdraví jedince. Za hlavní příčiny nárůstu obezity a metabolických 
onemocnění se v současné době považuje obezigenní životní prostředí a životní styl 
člověka, charakterizovaný sníženou fyzickou aktivitou a nadbytkem kaloricky denzní 
potravy s velkým množstvím tuků a jednoduchých cukrů. K obezitě jsou často přidružena i 
další doprovodná onemocnění jako je např. hypertenze, dyslipidemie, hyperglykemie, 
insulinová resistence a kardiovaskulární onemocnění. Toto je v klinické medicíně souhrnně 
označované jako kardiometabolický syndrom, který byl poprvé popsán v 80. letech 20. 
století profesorem Geraldem Reavenem [Abella, 2014; Ferdinand, 2014]. Na patogenezi 
komplikací obezity se podílí zejména sama tuková tkáň.  
V současné době jsou diskutovány hypotézy o vlivu tzv. obezogenů či endokrinních 
disruptorů, tedy chemických látek ze zevního prostředí, které se mohou spolupodílet jak na 
adipogenezi, tak na metabolických poruchách. Mezi tyto látky patří i perzistentní 
organické polutanty (POP), které se do lidského organismu dostávají především potravou 
živočišného původu [Müllerová a Kopecký, 2007; Xu et al., 2013].  
V posledních letech bylo prokázáno, že ke komplikacím spojených s nadváhou, obezitou a 
rozvojem diabetu mellitu 2. typu či kardiometabolického syndromu může vést i snižující se 
mitochondriální hustota a poškození mitochondriálních funkcí v různých tkáních 
[Heilbronn et al., 2007; De Pauw et al., 2009]. V souvislosti s tím se zkoumá vliv 
perzistentních organických polutantů na mitochondriální funkce a ukazuje se, že tyto látky 
mají negativní účinek na respirační parametry mitochondrií, zvyšují produkci volných 
kyslíkových radikálů a tak dochází k dalšímu zvyšování oxidačního stresu, ke zvýšení 
hladin zánětlivých cytokinů a následně vzniku prooxidativních podmínek. Vzniklé volné 
kyslíkové radikály pak mohou poškodit buněčné struktury a podílet se zpětně na spuštění 
zánětlivé reakce spojené s insulinovou rezistencí či kardiometabolickým syndromem. 
Jedná se tak o začarovaný kruh, kdy dochází k dalšímu nárůstu oxidačního stresu 
vedoucímu k dalšímu a stále se zvyšujícímu poškození organismu [Pshenichnyuk a 





1.1.1 Definice a prevalence obezity 
Horní hranice optimálního obsahu tuku v těle u dospělého muže je 20 %, u žen o něco více 
(z fyziologického důvodu zásob pro období těhotenství a kojení) - do 25 % tělesné 
hmotnosti. Obezita je onemocnění charakterizované zmnožením tukové tkáně těla nad 
optimální hodnotu. Tuková tkáň pak přestává plnit svoji metabolickou a endokrinní roli.  
V současnosti je prokázáno, že rychlost nárůstu obezity v populaci je tak velká, že se jedná 
již o pandemii obezity, přičemž jsou postiženy nejen vyspělé, ale i rozvojové státy. Uvádí 
se, že v současné době trpí nadváhou asi jedna třetina populace a jedna třetina obezitou. 
Prevalence obezity u dětí je odhadována na 10 %, a jestliže je obezita přítomna již 
v dětství, je 60% pravděpodobnost, že jí bude člověk postižen i v dospělosti [Müllerová et 
al., 2014].  
Podle Světové zdravotnické organizace (WHO) je v evropském regionu 50 % lidí 
s nadváhou nebo obezitou, obézních je z toho kolem 20 % [WHO, 2018]. 
V České republice byla podle průzkumů agentury Stem/Mark v roce 2008 zjištěna 
prevalence obezity u dospělých mužů nad 18 let 23 %, u dospělých žen 21 %. Nadváhou 
trpělo dalších 41 % mužů a 28 % žen. Prevalence dětské obezity byla odhadována na 7 %. 
Už v roce 2002 označila WHO problém nadváhy a obezity jako šesté nejvýznamnější 
riziko ohrožující lidské zdraví [Müllerová et al., 2009]. 
V září 2014 byl regionálním výborem WHO pro Evropu přijat Akční plán výživy, který má 
výrazně snížit zátěž neinfekčních onemocnění souvisejících s výživou, obezitou a 
podvýživou zlepšením správy potravinového systému a celkové kvality stravy [WHO, 
2018]. 
Obezita je chronické onemocnění, kterému lze předcházet, a které je jedním z největších 
hnacích motorů dalších onemocnění jako diabetes mellitus 2. typu (DM2T) a 
kardiovaskulární onemocnění. Představuje značnou sociální a ekonomickou zátěž celé 
společnosti [Yang et al., 2017].  
1.1.2 Etiologie obezity 
Mezi přijímanou a vydávanou energií je pro přežití organismu nezbytná rovnováha, tzv. 
energetická bilance. V případě kdy převažuje energetický výdej, dochází k hubnutí 
(snižování stavu energetických zásob) a snížení schopnosti organismu přizpůsobit se 
náročnějšímu okolnímu prostředí. Naopak převažuje-li dlouhodobě energetický příjem nad 
výdejem, energetické zásoby rostou, může dojít k přeplnění fyziologických rezervoárů 
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uskladňujících nadbytek energie. Dochází ke zvýšení množství tukové tkáně a tělesné 
hmotnosti, což se může projevit nadváhou až obezitou [Müllerová et al., 2009].   
Vznik onemocnění obezitou má více příčin, jedná se o multifaktoriální metabolické 
onemocnění. Hlavní příčiny jsou shrnuty v tabulce 1. 
 
Tabulka 1 - Hlavní příčiny vzniku obezity, 
upraveno dle [Hlúbik, 2005] 
Biologické 
 genetické (přítomnost tzv. úsporného genu zajišťujícího 
v minulosti přežití lidstva v období hladu) 
 hormonální (období těhotenství, menopauzy) 
 zdravotní (imobilizace, farmakoterapie) 
Demografické 
 věk 
 pohlaví (u žen větší tendence k ukládání tuku) 
 etnické vlivy 
Environmentální 
 stravovací zvyklosti (převaha energetického příjmu nad 
výdejem, konzumace vysoce kalorických potravin) 
 kouření 
 alkohol 
 fyzická inaktivita 
 expozice obezogenům 
Sociální 
 stupeň vzdělání 
 psychologické faktory 
 finanční situace 
 
1.1.3 Klasifikace hmotnosti člověka 
Abychom mohli jednotlivé stupně nadváhy a obezity specifikovat, je snaha o jednotnou 
klasifikaci hmotnosti člověka.  
To můžeme udělat pomocí antropometrických indexů, např. podle indexu hmotnostně-
výškového – Body Mass Indexu (BMI) (tabulka 2). Ten se vypočítá jako poměr tělesné 
hmotnosti a druhé mocniny tělesné výšky (kg/m2). Při hodnotě BMI nad 25 se jedná o 
nadváhu, od hodnot BMI nad 30 již mluvíme o obezitě. Jeho hodnota je však pouze 
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orientační, např. sportovci některých sportovních odvětví mohou mít hodnotu BMI vyšší, 
protože mají vybudovanou velkou svalovou hmotu.  
 
Tabulka 2 - Klasifikace hmotnosti podle BMI, 
upraveno dle [Müllerová et al., 2014] 
Klasifikace BMI (kg/m2) 
Podváha < 18,4 
Normální váha 18,5 – 24,9 
Nadváha 25,0 – 29,9 
Obezita 1. stupně 30,0 – 34,9 
Obezita 2. stupně 35,0 – 39,9 
Obezita 3. stupně 40 a více 
 
Nejjednodušší metodou stanovení rozložení tukové tkáně v těle je měření obvodu pasu, 
které je objektivnějším indikátorem metabolického rizika než BMI. Za zvýšené riziko se u 
mužů považuje obvod pasu nad 94 cm, u žen nad 80 cm. Za vysoké riziko se u mužů uvádí 
obvod pasu nad 102 cm a u žen nad 94 cm. 
K měření a indikaci rozvoje zdravotních rizik se využívá rovněž poměr obvodu těla v pase 
a kolem boků (waist-hip ratio – WHR). Muži by měli mít hodnoty do 0,95 a ženy do 0,85. 
Hodnoty vyšší signalizují nevhodné rizikovější rozložení tuku v těle, tzv. tvar jablka (viz 
kapitola 1.1.4).  
V současné době je upřednostňováno sledování zastoupení celkového tělesného tuku a jeho 
rozložení. Nejpoužívanější metodou je metoda bioelektrické impedance (BIA), která je 
založena na měření odporu těla procházejícímu střídavému elektrickému proudu o různých 
frekvencích. 




1.1.4 Fenotypy obezity 
Podle fenotypu můžeme obezitu rozdělit na dvě základní varianty – na androidní 
(centrální, tvar jablko, častější u mužů) a gynoidní (periferní, tvar hruška, častější u žen), 
jak je znázorněno na obrázku 1, kde jsou hlavní skladovací místa vyznačena žlutě. 
Vodorovná přímka značí linii pasu.  
 
Obrázek 1 - Fenotypy obezity,  
upraveno dle [Guglielmi a Sbraccia, 2018] 
 
Bílá tuková tkáň (WAT) zahrnuje početná anatomická úložiště (viz kapitola 1.2.3). Hlavní 
skladovací místa se nacházejí v podkožní, břišní a gluteo-femorální oblasti. Je v nich 
uloženo více než 80 % celkového tělesného tuku a působí jako ochranná bariéra proti 
mechanickému namáhání, kožním zánětlivým procesům a jako tepelná izolace.  
Struktura a rozložení bílé tukové tkáně má velký vliv na systémový metabolismus, a tudíž 
na riziko komplikací obezity. Intra a retroperitoneální úložiště, tzv. viscerální tuková tkáň, 
reprezentuje 10 – 20 % celkového tělesného tuku u mužů a 5 – 10 % u žen. 
Intraperitoneální tuk zahrnuje úložiště omentární (zavěšené na žaludku), mezenterické 
(spojené se střevem) a epiploické (podél střeva). Pak jsou ještě další početná malá 
viscerální tuková úložiště, která mohou sloužit specializovaným funkcím souvisejícím se 
sousedícími tkáněmi.  
Pohlaví člověka je důležitým faktorem v projevu androidní nebo gynoidní obezity. Ženy 
mají vyšší obsah celkového tuku a jsou obecně efektivnější v rozdělování tuku na periferii 
než muži. Nicméně po menopauze je pozorován přechod ke skladovacímu vzorci jako u 
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mužů, s přidruženým zvýšením metabolického rizika. Tento sexuální dimorfismus se 
částečně vysvětluje supresivním efektem testosteronu na aktivitu lipoproteinové lipázy 
(LPL) a zvýšením antilipolytických α2-adrenergních receptorů v gluteofemorální podkožní 
oblasti [Guglielmi a Sbraccia, 2018]. 
Pohlavní hormony nejsou pouze regulátory metabolismu adipocytů, ale také kinetiky jejich 
buněčných prekurzorů. Zatímco testosteron zhoršuje adipogenezi, estrogen stimuluje 
proliferaci preadipocytů jak v břišním podkoží, tak ve viscerální tukové tkáni a progesteron 
stimuluje jejich diferenciaci. 
Na rozdíly v distribuci tuku má vliv také genetika, etnická příslušnost a faktory životního 
prostředí. S rostoucím věkem se však tělesný tuk centralizuje a přerozděluje se z podkoží 
do viscerálních prostor bez ohledu na pohlaví a rasu.  
Zvětšení objemu adipocytů (hypertrofie), ale ne zvýšení jejich počtu (hyperplázie), je 
spojeno s kardiometabolickým rizikem [Guglielmi a Sbraccia, 2018]. Ve srovnání 
s viscerálním tukem obsahuje podkožní tuk větší množství preadipocytů, které dokonce 
vykazují vyšší hladiny exprese adipogenních genů a lépe reagují k diferenciačním 
podnětům než preadipocyty z viscerální tkáně. Akumulace tuku ve viscerálním úložišti je 
převážně výsledkem hypertrofie adipocytů, zatímco hyperplazie je pozorována převážně 
v subkutánním úložišti [Tchkonia, 2005]. 
Centrální (androidní) obezita (hlavně viscerální), ale také akumulace tuku v abdominální 
subkutánní oblasti, přináší zvýšené riziko metabolických komplikací, zatímco periferní 
obezita (gynoidní) s upřednostněným ukládáním tuku v oblasti gluteo-femorální je 
asociována s nižším rizikem a může být dokonce protektivní. V souvislosti s tím se 
potvrzuje, že obvod pasu a WHR jako známka centrální obezity může být větším 
nezávislým rizikovým faktorem pro insulinovou rezistenci, DM2T, dyslipidemii a 
aterosklerózu ve srovnání s BMI [Guglielmi a Sbraccia, 2018]. 
1.1.5 Patofyziologie obezity, zánět v tukové tkáni 
Při akumulaci triacylglycerolů (TG) dochází na buněčné úrovni k nadměrnému zmnožení 
tukových kapének. V adipocytech pak jde o zvětšení tukové kapénky s následkem 
celkového zvětšení buňky (hypertrofie). Tyto hypertrofované adipocyty však nevylučují 
dostatek adipokinů k udržení citlivosti na insulin.  
Patologii nadměrného ukládání TG mohou ovlivnit proteiny lokalizované na povrchu 
tukových kapének, např. FSP27/CIDEC (fat-specific protein 27) a perilipin 1 (PLIN1). 
FSP27/CIDEC je regulován insulinem, ovlivňuje vývoj metabolického syndromu regulací 
ukládání TG v adipocytech a jeho polymorfismy ovlivňují vznik obezity a insulinové 
rezistence. Exprese PLIN1 je rovněž důležitým faktorem asociovaným s obezitou. Chrání 
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kapénku před bazální lipolýzou, ale když dojde ke stimulaci lipolýzy, reguluje přístup lipáz 
ke kapénce. Vysoké hladiny exprese těchto proteinů podporují skladování neutrálních TG 
v tukové tkáni. Při metabolickém syndromu je však rezervoárová funkční kapacita tukové 
tkáně překročena a volné mastné kyseliny se pak hromadí v kosterním svalstvu, srdci nebo 
játrech. Působí zde lipotoxicky a spolupodílejí se na rozvoji metabolického syndromu s 
insulinovou rezistencí [Krahmer et al., 2013]. 
WAT vylučuje četné bioaktivní molekuly, které mohou působit auto-, para- a endokrinním 
způsobem. Obezita vede ke zvýšení exprese prozánětlivých cytokinů, např. MCP-1, TNF-
α, interleukinu 6. Tuková tkáň obézních pak vykazuje přítomnost chronického zánětu s 
infiltrací makrofágů, neutrofilů a dalších imunitních buněk, přičemž vyšší infiltrace 
makrofágů je u obézních ve viscerální oblasti ve srovnání se subkutánní. Obezita indukuje 
fenotypovou změnu makrofágů v bílé tukové tkáni zvýšením prozánětlivých M1 
makrofágů a redukcí antizánětlivých M2 makrofágů [Guglielmi a Sbraccia, 2018]. 
Při expanzi tukové tkáně mohou rostoucí adipocyty zvětšovat mezikapilární vzdálenosti, 
což vede k místní hypoxii. To je následně spojeno s dysfunkcí nebo smrtí adipocytů a se 
zahájením zánětlivé odpovědi. Hypoxie tukové tkáně může rovněž přispívat k urychlené 
progresi nádorů u obézní populace [Gérard a Brown, 2018]. 
Jako součást regenerativního procesu, jako odpověď na zánět a lokální hypoxii zajišťují 
růstové angiogenní faktory a proteolytické enzymy remodelaci vaskularizace a 
extracelulární matrix a objevuje se také fibróza tukové tkáně. Je zajímavé, že přestože 
existuje množství důkazů prokazujících škodlivou úlohu zánětu tukové tkáně 
v komplikacích obezity, mohl by být zánět považován za adaptivní odpověď umožňující 
bezpečné skladování nadbytečných živin a přispívající k viscerální tukové bariéře, která 
efektivně filtruje endotoxiny [Guglielmi a Sbraccia, 2018]. 
1.1.6 Komplikace obezity 
WHO označila problém nadváhy a obezity jako šesté nejvýznamnější riziko, které ohrožuje 
lidské zdraví a významně zvyšuje morbiditu, mortalitu a zhoršuje kvalitu života.  
Obezita úzce souvisí se zvýšeným výskytem dalších onemocnění (komplikací), jako je 
insulinová rezistence a DM2T, gestační diabetes, vysoký krevní tlak, kardiovaskulární 
onemocnění, dyslipidemie, systémový zánět a prokoagulační stav, často uváděné jako 
součásti tzv. kardiometabolického syndromu. Z dalších komplikací je v popředí i 
nealkoholická steatóza jater, chronická renální insuficience, spánková apnoe a ventilační 
nedostatečnost.  
Jedinci s obezitou mají zvýšené riziko ischemické choroby srdeční a cévní mozkové 
příhody [Urban a Little, 2018]. Tyto komplikace obezity jsou v žebříčku WHO deseti 
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nejčastějších příčin úmrtí v roce 2016 na 1. a 2. místě. Další z komplikací - diabetes 
mellitus – je na 7. místě, přestože se v roce 2000 do tohoto žebříčku ještě neřadila (obrázek 




Obrázek 2 – Žebříček deseti celosvětově nejčastějších příčin úmrtí v roce 2016, 
upraveno dle [WHO, 2018] 
 
Z důvodu většího zatížení kostry v důsledku zvýšení tělesné hmotnosti trpí nosné klouby a 
postura s projevy artroz nosných kloubů a vertebrogenního algického syndromu [Urban a 
Little, 2018].  
Z hlediska reprodukčního zdraví dochází u obézních ke zhoršení plodnosti a zvýšeného 
zdravotního rizika pro vyvíjející se plod i těhotnou ženu. Obezita je u žen spojena 
s anovulací. Ovulační potíže způsobují prodloužení doby těhotenství a přímo působí na 
oocyty, což se projevuje horším vývojem embrya [Best a Bhattacharya, 2015]. 
Epidemie obezity je rovněž doprovázena nárůstem mužské neplodnosti, což je způsobeno 
hormonálními poruchami, hypogonadismem a zhoršenými parametry kvality spermatu. 
Použití spermií obézních mužů pro in vitro fertilizaci může být spojeno s vyšším rizikem 
potratu a snížením počtu živě narozených dětí. Ze studií na zvířatech se ukazuje, že 
otcovská obezita může mít negativní dopad i na reprodukční a metabolické zdraví potomků 
[Chambers a Richard, 2015]. 
Obezita je spojena rovněž se zvýšeným rizikem některých typů nádorových onemocnění 
(kolorektální karcinom, karcinom pankreatu, karcinom dělohy, ovarií a prsu u žen, 
karcinom prostaty u mužů) [Heindel et al., 2015]. Karcinom prsu je nejčastějším 
nádorovým onemocněním u žen ve světě s více než 1,6 milióny zachycených nových 
případů ročně, což odpovídá čtvrtině všech nádorů diagnostikovaných u žen. V ČR bylo 
v roce 2015 zachyceno 7102 nových případů, což odpovídá incidenci 132,4 žen na 100 
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tisíc [ČOS ČLS JEP, 2018]. Epidemiologické studie identifikovaly mnohé důležité faktory 
rizika rakoviny prsu, jako je věk a rodinná zátěž, ale patří sem i nadváha a obezita. Obézní 
ženy s rakovinou prsu mají větší nádory, pokročilejší stádium onemocnění při diagnóze, 
vyšší míry metastáz a rozvoj rezistence endokrinní terapie. Obezita je asociována s vyšším 
rizikem rozvoje rakoviny prsu hlavně u postmenopauzálních žen. Více než 75 % nádorů 
prsu exprimuje estrogenový receptor. Estrogeny vznikají z androgenů pomocí enzymu 
aromatázy, jejímž zdrojem jsou stromální mesenchymální buňky a preadipocyty. Většina 
estrogenů v postmenopauzálním věku pochází z tukové tkáně, které mají právě obézní 
ženy nadbytek [Gérard a Brown, 2018]. 
1.1.7 Možnosti řešení problému obezity 
Obezita se stala vzhledem k sedavému životnímu stylu a nezdravým stravovacím návykům 
celosvětovým zdravotním problémem, kterému lze preventivně předcházet. Je možné snížit 
počet pacientů s četnými komplikacemi a zamezit tak obrovským ekonomickým ztrátám 
spojených s jejich léčbou a pracovní neschopností.   
Aktuální klinické přístupy k obezitě zahrnují dietoterapii, programy fyzické aktivity, 
psychologickou podporu, farmakoterapii a chirurgickou léčbu (bariatrické operace). Jedná 
se o obtížně léčitelné onemocnění, při kterém je nutná velká motivace pacienta. Intenzivně 
se zkoumají možnosti medikamentózní léčby, při níž se využívá hlavně tlumení chuti 
k jídlu, blokáda vstřebávání tuku v trávicím traktu, ovlivnění hormonů trávicího traktu 
(inkretinů) a nově i blokáda zpětné absorpce glukózy v ledvinách [Svačina et al., 2015]. 




1.2 Tuková tkáň 
Tuková tkáň byla dlouho považována pouze za pasivní zásobárnu energie. To se změnilo 
na konci 20. století, kdy byly objeveny hormony produkované tukovou tkání, které tak byla 
přiznána i funkce endokrinní, a později i funkce imunitní. V současné době je tuková tkáň 
na molekulární úrovni intenzivně zkoumána a poznatky z těchto výzkumů by mohly 
pomoci usnadnit léčbu obezity a jejích četných komplikací. 
1.2.1 Histologie tukové tkáně 
Tuková tkáň patří mezi pojivovou tkáň. Její kostrou je síť kolagenních vláken, na níž jsou 
fixovány buňky. Jedná se převážně o preadipocyty a maturované adipocyty. Je zde možné 
nalézt v okolí cév i vaskulární endoteliální buňky, dále fibroblasty, leukocyty, makrofágy, 
pericyty a další. Tuková tkáň je obklopena retikulárním vazivem a kapilárami [Čedíková et 
al., 2016]. 
1.2.2 Fyziologie tukové tkáně 
Tuková tkáň slouží především jako rezervoár přebytečné energie, která je ve formě TG a 
esterů cholesterolu uchovávána v tukové kapénce adipocytů a v případě zvýšené potřeby je 
zase uvolňována. Vázáním přebytečných lipidů do TG je organismus rovněž chráněn před 
lipotoxicitou. Další z tradičně uváděných funkcí tukové tkáně je funkce tepelně-izolační a 
funkce mechanické ochrany orgánů proti nárazům.  
V 90. letech 20. století, kdy byl jako první objeven hormon leptin produkovaný adipocyty, 
bylo zjištěno, že tuková tkáň neslouží pouze jako úložiště nadbytečné energie, ale je 
vysoce hormonálně aktivní tkání. Produkuje řadu biologicky aktivních látek proteinové 
povahy, které nazýváme adipokiny (adipocytokiny) (tabulka 3). Adipokiny nejsou 
produkované pouze adipocyty, ale i dalšími buňkami přítomnými v tukové tkáni. Pouze 
leptin a adiponektin jsou produkty výlučně pocházející z adipocytů. Hormony tukové tkáně 
působí buď přímo na buňky v okolí – na adipocyty, makrofágy a fibroblasty (funkce 
parakrinní) anebo jsou vyplavovány do krevního řečiště a ovlivňují vzdálenější orgány 
jako svaly, játra, mozek, endotel (funkce endokrinní). Regulují četné pochody v 
organismu, zejména příjem potravy, výdej energie, insulinovou senzitivitu, rozvoj zánětu, 
imunitní systém, funkci pohlavních žláz nebo rozvoj patologických komplikací [Krahmer 






Tabulka 3 - Přehled nejdůležitějších známých proteinových hormonů 
produkovaných tukovou tkání, 
upraveno dle [Hainer, 2011] 
Název hormonu Význam v organismu 
Adiponektin antiaterogenní účinky, zvýšení insulinové senzitivity 
Agouti protein regulace energetické homeostáze 
Angiotenzinogen regulace krevního tlaku 
ASP (acylation stimulating 
protein) 
regulace energetické homeostáze, imunitní děje, 
ovlivňuje rychlost syntézy TG 
EGF (epidermal growth factor) růstový faktor 
FABP 4 (fatty acid binding 
protein 4) 
regulace intracelulárního transportu mastných 
kyselin, ovlivnění zánětu a insulinové senzitivity 
FGF 21 (fibroblast growth factor) růstový faktor, regulace insulinové senzitivity 
IGF-1 (insulin-like growth factor 
1) 
regulace růstu a metabolických dějů 
IGFBPs (IGF-binding proteins) regulace hladin IGF, metabolické účinky 
IL-6 (interleukin 6) prozánětlivý cytokin, modulace insulinové senzitivity 
Leptin regulace energetické homeostáze 
MCP-1 (monocyte 
chemoattractant protein 1) 
prozánětlivý cytokin, regulace migrace a infiltrace 
monocytů/makrofágů 
PAI-1 (plasminogen activator 
inhibitor 1) 
protrombogenní účinky 
RBP 4 (retinol binding protein 4) 
regulace hladin retinolu, snížení účinků insulinu 
(indukce insulinové rezistence) 
Rezistin snížení insulinové senzitivity, účast v regulaci zánětu 
TGF-β (transforming growth 
factor beta) 
růstový faktor 
TNF-α (tumor necrosis factor 
alpha) 
prozánětlivý cytokin, snížení insulinové senzitivity 
Visfatin insulin-mimetický efekt 
Hladiny leptinu (z řečtiny leptos = tenký) pozitivně korelují s obsahem tuku v organismu – 
u štíhlých jedinců jsou sníženy, u obézních zvýšeny. Leptin informuje centrum sytosti 
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v hypotalamu o stavu tukových zásob v organismu, čímž způsobuje omezení příjmu 
potravy a stimuluje energetický výdej. Snížení jeho hladiny u malnutričních stavů vede 
k šetření energie umožňující přežití při nedostatečném přívodu energie. Velmi vzácné 
úplné chybění leptinu důsledkem mutace vede u lidí k morbidní obezitě. 
Adiponektin je látka s protizánětlivým účinkem. Hladina adiponektinu negativně koreluje 
s obsahem tuku v organismu. Adiponektin reguluje energetickou homeostázu, glukózový a 
lipidový metabolismus, stimuluje účinek insulinu a zvyšuje oxidaci mastných kyselin. V 
játrech redukuje produkci glukózy, snižuje endoteliální dysfunkci a zvyšuje utilizaci 
mastných kyselin tím, že se podílí na jejich oxidaci a využití jako zdroje energie. 
Adiponektin má zřejmě klíčovou úlohu ve vzájemném vztahu mezi obezitou a DM2T a 
insulinovou rezistencí [Haluzík et al., 2010]. 
Rezistin je hormon, pojmenovaný po své schopnosti indukovat insulinovou rezistenci. Tato 
jeho vlastnost byla však zaznamenána prozatím pouze u myší. U obézních lidí je rezistin 
zvýšený a pozitivně koreluje se zvýšenou adipozitou a zánětem.  
Visfatin je produkovaný makrofágy tukové tkáně. Zvýšené hladiny visfatinu jsou popsány 
u nadváhy, obezity, DM2T a metabolického syndromu [Šimják et al., 2018]. Zvyšuje 
lipogenezi a diferenciaci adipocytů, čímž zvyšuje jejich depozitní schopnost.  
Interleukin 6 inhibuje insulinový receptor a zvyšuje lipolýzu při zátěži.  
TNF-α je proinflamačním cytokinem produkovaným adipocyty u obézních. V experimentu 
jeho neutralizace významně zlepšuje insulinovou senzitivitu. Zároveň má tumorigenní 
potenciál [Hainer, 2011]. 
V poslední době se tuková tkáň zkoumá i jako místo akumulace xenobiotických látek – 
léků a toxických lipofilních látek. Protože tuková tkáň je endokrinní orgán, který 
produkuje a reaguje na hormony, může být tato její funkce narušena chemickými látkami 
v prostředí, které normální endokrinní funkce napodobují nebo blokují, tzv. endokrinními 
disruptory (viz kapitola 1.4.1.) [Müllerová a Kopecký, 2007; Heindel et al., 2015].  
1.2.3 Typy tukové tkáně 
U savců mohou být identifikovány dva hlavní typy tukové tkáně, obyčejně klasifikované 
podle svého barevného vzhledu: bílá a hnědá (obrázek 3). Obě mají endokrinní vlastnosti, 
ale jejich funkce se liší. Bílá tuková tkáň lipidy uchovává, hnědá je spotřebovává pro 
termogenezi. Navzdory těmto protichůdným funkcím sdílejí schopnost vzájemné 
reverzibilní transdiferenciace k řešení zvláštních fyziologických potřeb [Cinti, 2018]. Tak 
byla identifikována ještě béžová (beige adipose tissue - bAT) a růžová tuková tkáň 












Bílá tuková tkáň je zapojená hlavně ve skladování a mobilizaci energie. Její buňky mají 
sférický tvar a v periferii umístěné zploštělé jádro. Zbytek buňky je vyplněn tukovou 
kapénkou a okolo se nacházejícím tenkým proužkem cytoplazmy s malým počtem 
mitochondrií a hladkým endoplazmatickým retikulem (ER). Tento typ tukové tkáně se u 
savců vyskytuje po celém těle. Rozlišujeme typ podkožní a intraabdominální (viscerální). 
Intraabdominální tuk obsahuje retroperitoneální, omentální, mezenterické, epikardické a 
gonadální úložiště. Hmotnost WAT obvykle představuje až 20 % tělesné hmotnosti 
normálního dospělého člověka a v první řadě působí jako úložní místo pro TG 
uchováváním přebytečných kalorií pro použití v době nedostatku. Bílé adipocyty přispívají 
k izolaci celého těla a jejich endokrinní funkce souvisejí se stupněm obezity a insulinovou 
senzitivitou.  
Hnědá tuková tkáň je termogenním orgánem. Je odpovědná za netřesovou termogenezi, 
která je důležitá zejména během hibernace, a pro malé živočichy a děti, kteří mají větší 
požadavky na termogenezi z důvodu většího poměru povrch:objem. BAT může 
produkovat okolo 300 W/kg tepla ve srovnání s 1 W/kg ve všech ostatních tkáních. Hnědý 
adipocyt je obvykle menší než buňky WAT, jeho tvar je eliptický s kruhovým nebo 
oválným jádrem situovaným centrálně. Objem cytoplazmy je velký, obsahující mnoho 
malých tukových kapének a velké množství větších mitochondrií než má WAT.  
Lidé mají poměrně velké zásoby BAT v kojeneckém věku a jen malé množství rozptýlené 
BAT přetrvává do dospělosti. Klasický hnědý tuk je rozšířen především v interskapulárním 
prostoru, paravertebrálně, axilárně a perirenálně. Nedávné studie potvrdily přítomnost 
aktivní BAT obsahující klasické hnědé i béžové adipocyty u dospělých lidí, s uložením 
Bílý adipocyt Hnědý adipocyt Béžový adipocyt 
Obrázek 3 – Hlavní morfologické charakteristiky bílých, hnědých a béžových 
adipocytů, 
upraveno dle [Čedíková et al., 2016] 
Legenda: (modrá = jádro; hnědá = mitochondrie; žlutá = tukové kapénky) 
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v cervikální, supraklavikulární, mediastinní, paravertebrální a suprarenální oblasti 
[Čedíková et al., 2016].  
Béžovými adipocyty jsou nazývány hnědé adipocyty vyskytující se po termogenní 
stimulaci v anatomických místech odpovídajících WAT. Vznikají zřejmě z nově 
diferencovaných adipocytů anebo z bílých adipocytů jejich transdiferenciací. Tento proces 
se nazývá hnědnutí tukové tkáně.  
Béžové adipocyty mají smíšené vlastnosti obou – bílých i hnědých adipocytů. V bazálním 
stavu vykazují unilokulární morfologii jako bílý adipocyt, ale po stimulaci chladem jejich 
vzhled získává rysy přechodné morfologie, která nakonec vyústí v expresi proteinů 
typických pro BAT a transformaci skladovaného tuku do malých tukových kapének 
charakteristických pro hnědé adipocyty.  
V současnosti je za fyziologický stimul pro aktivitu BAT považováno také fyzické cvičení, 
které podporuje modifikaci bílého tuku na hnědý prostřednictvím spuštění genové exprese 
uncoupling proteinů (UCP). Tyto geny jsou situovány na vnitřní membráně mitochondrií a 
jejich význam spočívá v odpřahování dýchacího řetězce od syntézy ATP, což se projevuje 
uvolněním energie ve formě tepla. Porozumění těmto biologickým procesům a stimulace 
aktivity hnědých a béžových adipocytů by mohlo také pomoci s bojem proti obezitě, 
potenciálně se snížením tělesné hmotnosti, a zlepšit tak metabolické zdraví [Čedíková et 
al., 2016].  
Přítomnost růžové tukové tkáně v savčím organismu je vázána na ženské pohlaví 
[Valencak et al., 2017]. Jde o alveolární žlázy, které se tvoří z bílých adipocytů v podkoží 
prsů během těhotenství a laktace. Růžové adipocyty obsahují četné cytoplazmatické lipidy, 
které jsou využívány při tvorbě mléka. V postlaktačním období se mění zase do WAT 
[Cinti, 2018].  
1.2.4 Role mitochondrie v adipocytu 
Mitochondrie jsou subcelulární semiautonomní buněčné organely všech eukaryotických 
živočišných buněk kromě dospělých erytrocytů s vlastní mitochondriální DNA (mtDNA). 
Jedná se o dynamické struktury, které v buňce vytváří tzv. mitochondriální síť [Simula a 
Campello, 2018]. Skládají se ze čtyř kompartmentů – vnější membrány, 
mezimembránového prostoru, vnitřní membrány a na proteiny bohaté matrix. Probíhají 
v nich různé metabolické procesy. 
Primární funkcí mitochondrie je produkce energie ve formě adenosintrifosfátu (ATP) skrze 
proces oxidativní fosforylace v dýchacím řetězci nacházejícím se na vnitřní 
mitochondriální membráně. Jsou zapojeny do klíčových metabolických procesů včetně 
cyklu trikarboxylových kyselin a dekarboxylace pyruvátu (Krebsův cyklus), oxidativní 
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dekarboxylace mastných kyselin (β-oxidace), a degradace rozvětvených aminokyselin, 
proto není překvapující, že jejich narušená aktivita má často souvislost s metabolismem a 
diferenciací adipocytů. Mezi další významné funkce mitochondrie patří její úloha ve 
stresové odpovědi či apoptóze.  
Mitochondrie jsou tedy nezbytné pro udržení normálních fyziologických funkcí buněk 
mnoha tkání, včetně srdeční a kosterní svaloviny, mozku, jater a tukové tkáně. Jejich 
dysfunkce může způsobit patologické změny v lidském těle. Počet mitochondrií a jejich 
morfologie je v eukaryotických buňkách regulován jako adaptivní odpověď na různé 
podněty z okolí (např. buněčný růst, smrt a diferenciace, nebo modifikace v energetické 
náročnosti).  
Vady v mitochondriální lipogenezi a lipolýze, regulace diferenciace adipocytů, apoptózy, 
produkce reaktivních kyslíkových radikálů, účinnost oxidativní fosforylace a regulace 
konverze bílých adipocytů do béžových adipocytů mohou hrát důležitou roli ve vývoji 
obezity. 
Mitochondrie WAT exprimují proteiny, které podporují anabolickou lipogenní funkci, ale 
také degradují xenobiotika a endogenní molekuly, což ukazuje také ochrannou úlohu této 
tkáně. Jsou tedy důležité pro regulaci celé energetické homeostáze těla, v signalizaci mezi 
tukovou tkání a pruhovaným svalstvem nebo v kontrole insulinové senzitivity a 
metabolismem glukózy.  
Mitochondriální dysfunkce může být důsledkem poklesu biogeneze mitochondrií, 
zmenšení jejich velikosti, anebo snížení obsahu proteinů a aktivity oxidativních proteinů 
mitochondrií. Hlavní tkáně postižené mitochondriální dysfunkcí jsou ty s vyšší 
energetickou náročností, jako je srdce, svaly, mozek a endokrinní žlázy.  
Mezi důležité faktory přispívající k mitochondriálním poruchám v tukové tkáni jsou 
oxidační stres, insulinová rezistence, genetické faktory a také sedavý životní styl bez 
pohybové aktivity. Jsou dostatečné důkazy, že jakékoliv poškození mitochondriálního 
dýchacího řetězce vede ke zhoršení diferenciace adipocytů. Vysoké koncentrace 
mitochondriálních reaktivních kyslíkových radikálů uvolňovaných dýchacím řetězcem 
mají také škodlivý vliv na proliferaci a diferenciaci adipoblastů. 
Změny v lidském chování a životním stylu v posledním století měly za následek 
celosvětové dramatické zvýšení incidence diabetes mellitus 2. typu (DM2T) a obezity. 
Sedavý způsob života, změny v práci (z těžké práce na sedavou) měly dopad na lidské 
zdraví. Fyzická aktivita je důležitým regulátorem mitochondriálních funkcí ve svalových 
buňkách a dlouhodobá neaktivita je asociována s redukovanou funkcí a počtem 
mitochondrií [Čedíková et al., 2016]. 
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1.3 Tuková kapénka  
Tukové kapénky, dlouho považované za pasivní rezervoár zásobní energie ve formě lipidů, 
mají ve skutečnosti nenahraditelnou roli v mnohých fyziologických a patofyziologických 
pochodech. Vzhledem k zvyšující se prevalenci obezity, DM2T a dalších složek 
kardiometabolického syndromu, nádorových a neurodegenerativních onemocnění, kde by 
pochopení fyziologických funkcí a procesů uvnitř tukové kapénky mohlo přispět k jejich 
léčbě, se tukové kapénky v současnosti dostávají do popředí zájmu výzkumu [Fujimoto a 
Parton, 2011].  
Jsou přítomné ve většině buněk, kde jsou potřebné pro metabolismus lipidů a energetickou 
homeostázu. Jedná se o dynamické organely, které jsou heterogenní ve struktuře, 
chemickém složení a tkáňovém rozložení. V proměnlivém počtu a velikosti se nacházejí 
v mnoha různých typech eukaryotických buněk (tabulka 4, obrázek 4). 
Jejich hlavní funkcí je skladování tuků ve formě hydrofobních TG, na což jsou nejvíce 
specializované buňky bílé tukové tkáně. Schopnost skladovat energii je pro organismy 















Tabulka 4 - Příklady výskytu tukových kapének a jejich funkce v různých 
buněčných typech  
[Dvořáková et al., 2018] 
Buněčný typ Funkce tukové kapénky 
Adipocyt [Fujimoto a Parton, 2011] 
Hepatocyt [Carr a Ahima, 2015]  
Kardiomyocyt [Wang et al., 2013] 
Myocyt kosterní svaloviny [Bosma, 2016]  
energetická zásoba, udržování 
homeostáze, ukládání 
nadbytečných tuků jako ochrana 
proti lipotoxicitě 
Itova buňka v játrech [Puche et al., 2013] 
skladování vitamínů rozpustných 
v tucích (vitamín A) 
Buňky zony fasciculata v kůře nadledvin 
[Tachibana et al, 2016] 
skladování esterů cholesterolu a 
dalších prekurzorů pro syntézu 
glukokortikoidů 
Leydigovy buňky varlat [Shen et al., 2016]  
Buňky theca interna vaječníků [Shen et al., 
2016] 
Buňky corpus luteum [Niswender, 2002] 
skladování esterů cholesterolu pro 
syntézu steroidních hormonů 
Chondrocyt [Mansfield et al., 2013] 
ukládání nenasycených mastných 
kyselin – energetická zásoba 
Sebocyt [Schneider et al., 2016] 
sekreční, udržování permeability 
kožní bariéry 
Epiteliální buňky alveol mléčné žlázy (tzv. 
růžový adipocyt) [Russell et al., 2011] 
sekreční, tvorba mléka 
Vaječná buňka živočichů [Welte, 2009] 
energetický zdroj pro 
embryogenezi 
Makrofág [Welte, 2015] 
řízení lipidové signalizace, cíl 
útoku patogenů 
Pneumocyt II. typu [Castranova et al., 1988]  sekreční, tvorba surfaktantu 
Enterocyt [Beilstein et al., 2016] 
přechodné uložení lipidů při 
absorpci z potravy, cíl útoku 





Obrázek 4 - Tukové kapénky v různých buněčných typech  
[Dvořáková et al., 2018] 
 
Legenda: 4A Adipocyty bílého tukového vaziva glandula parotis. Velká tuková kapénka 
vyplňuje téměř celou buňku („prázdné“ prostory uvnitř buňky). Jádro a ostatní organely 
jsou umístěny excentricky na okraji buňky a společně s úzkým lemem cytoplazmy 
vytvářejí na běžných histologických preparátech tvar pečetního prstenu. 4B Multilokulární 
adipocyty hnědé tukové tkáně obsahující velké množství tukových kapének menších 
rozměrů. 4C Sebocyty - mazové žlázy kůže s holokrinním způsobem sekrece. Obsahují 
velké množství menších tukových kapének, jejichž nahromadění postupně vede k porušení 
cytoplazmatické membrány, a tak k jejich uvolnění společně s buněčným obsahem – 
kožním mazem (sebum). 4D Epitelové buňky zona fasciculata kůry nadledvin uspořádané 
do podlouhlých provazců obsahují velké množství tukových kapének. 4E Mléčná žláza 
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v laktačním období s apokrinním způsobem sekrece. Světlé galaktocyty vyskytující se 
v sekrečních alveolech mléčné žlázy hromadí v apikální části cytoplazmy tukové kapénky, 
které se společně s tenkou vrstvou apikální cytoplazmy uvolňují do mléka. 4F Granulóza-
luteinní buňky corpus luteum vaječníku s pěnitou (vakuolizovanou) cytoplazmou, jejíž 
vzhled je podmíněn množstvím tukových kapének. (Foceno imerzním objektivem se 
zvětšením 100x. Měřítka = 10 µm. Preparáty barveny hematoxylinem a eosinem.) 
 
1.3.1 Struktura tukové kapénky 
Tukové kapénky (obrázek 5) mají kulovitý tvar. Mohou se seskupovat do hroznovitých 
struktur [Penno et al., 2013]. Jejich průměr se pohybuje v rozmezí od 0,1 – 5 m u 
netukových buněk, u bílých adipocytů pak mohou dosahovat velikosti větší než 100 m 
[Fujimoto et al, 2008].  
 
Obrázek 5 - Struktura tukové kapénky, 
upraveno dle [Farese a Walther, 2009] 
Legenda: V monovrstvě na povrchu jsou částečně polární (amfipatické) fosfolipidy a 
steroly. V hydrofobním centru jsou uskladněny TG a estery cholesterolu. Na povrchu 
tukové kapénky jsou různé proteiny syntetizující neutrální lipidy (např. DGAT2) a proteiny 
skupiny PAT řídící ukládání a využití tuků (např. perilipin). 
Tukové kapénky jsou tvořeny hydrofobním jádrem z neutrálních lipidů pokrytých 
monomolekulární fosfolipidovou vrstvou. Ta je tvořena více druhy fosfolipidových 
molekul [Penno et al., 2013]. Nejhojněji je zastoupen fosfatidylcholin, v menším množství 
je nalézán fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol, lysofosfatidylcholin a 
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lysofosfatidylethanolamin. Dále mohou být ve fosfolipidové membráně identifikovány 
amfifilní proteiny (mj. perilipiny v tukových buňkách a buňkách produkujících steroidní 
hormony). Rovněž se zde může nacházet volný cholesterol, který se pravděpodobně 
vyskytuje i uvnitř tukové kapénky [Fujimoto a Parton, 2011].  
K povrchu tukové kapénky jsou přichyceny specifické proteiny, kterých může být 50 – 
200. Mnohé z nich se účastní metabolismu lipidů. Jejich spektrum se může lišit mezi 
tukovými kapénkami různých velikostí nebo různého lipidového složení. 
Monomolekulární vrstva je velmi důležitá pro regulaci velikosti tukové kapénky a pro její 
schopnost komunikovat a interagovat s ostatními tukovými kapénkami nebo organelami, 
např. s ER a mitochondriemi [Wilfling et al., 2014]. 
Uvnitř tukové kapénky se rovněž nacházejí proteiny. Hydrofilní proteiny pravděpodobně 
samy v kapénce neexistují, ale amfifilní proteiny se mohou skládat s fosfolipidy a vytvářet 
tak struktury kompatibilní s hydrofobním prostředím [Fujimoto a Parton, 2011]. Jedná se 
například o proteiny ze skupiny perilipinů, tj. tail-interacting protein (TIP47) a adipofilin 
(ADRP), u nichž se předpokládá zapojení i do nitrobuněčného metabolismu lipidů 
[Robenek et al., 2005].  
V tukové kapénce se střádají neutrální tuky – TG a estery cholesterolu. V bílých 
adipocytech jsou uloženy převážně TG, ale ve většině ostatních buněčných typů koexistují 
TG a estery cholesterolu v různých poměrech [Czabany et al., 2008].  
1.3.2 Biogeneze tukové kapénky 
Proces tvorby tukových kapének (lipogeneze) probíhá buď de novo nebo mohou být 
tukové kapénky odvozeny od již existujících kapének dělením [Fujimoto a Parton, 2011]. 
Upřednostňovaný proces vzniku de novo probíhá ve třech fázích. Nejprve dochází 
k syntéze neutrálních lipidů, pak k jejich akumulaci a vzniku čočkovité formace a nakonec 
k odškrcení tukové kapénky z ER směrem do cytosolu [Wilfling et al., 2014]. 
Neutrální lipidy jsou syntetizovány izoformami enzymů vázaných v membráně ER, a to 
acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferázami (DGAT1, DGAT2) a acyl-CoA:cholesterol 
acyltransferázami (ACAT1, ACAT2) [Wilfling et al., 2014].  
Vzniklé lipidy se akumulují v hladkém ER na místech oddělených od syntetizačních 
enzymů. Po nahromadění určitého množství a překročení konkrétního prahu se v ER 
vytvoří tukové čočky, které se vyklenují směrem do cytoplazmy. Tomu, aby se tuková 
kapénka vytvořila směrem do lumen ER, brání protein FIT2 [Chen a Goodman, 2017]. 
Nad určitou velikost, v závislosti na fosfolipidovém složení, jsou čočkovité formace tuků 
v ER nestabilní a mechanismem podobným odškrcení dochází k jejich uvolnění. Nejmenší 
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zralé cytosolické tukové kapénky mají průměr v rozsahu 250 – 500 nm, ale není 
vyloučeno, že rodící se kapénky mohou být i menší než 100 nm. 
Do vývoje vznikajících tukových kapének jsou zapojeny i některé proteiny, které mohou 
stabilizovat nebo zlepšovat počáteční konvexní zakřivení kapének. Tuto funkci zřejmě 
zastává TIP47 ze skupiny perilipinů, který je považován za hlavní regulační protein 
[Hashemi a Goodman, 2015]. Nicméně se předpokládá, že tvorba kapének může probíhat 
spontánně, přičemž proteiny ji mohou pouze usnadňovat nebo regulovat [Wilfling et al., 
2014].  
Dalšími proteiny účastnícími se vzniku tukových kapének jsou např. seipin (BSCL2, 
Berardinelli-Seip congenital lipodystrophy), lipiny a transmembránové proteiny 
vyvolávající ukládání tuku (FIT1/FITM1 a FIT2/FITM2). Seipin je regulátor katabolismu 
lipidů, dále je nezbytný pro diferenciaci adipocytů a pro správné ukládání lipidů. Jedná se 
o protein ER, jehož nedostatek dramaticky snižuje počet a velikost tukových kapének 
[Wilfling et al., 2014].  Při absenci seipinu je formování tukových kapének zpožděné. 
Dochází k akumulaci neutrálních lipidů v ER, čímž se mohou dostat na nevhodná místa, 
např. do jádra. Mutace seipinu vedou k některým lipodystrofiím.  
Lipiny jsou v savčích buňkách exprimovány v pěti izoformách. Jsou nutné k zabránění 
velké akumulace neutrálních lipidů v ER [Hashemi a Goodman, 2015]. FIT1 je primárně 
exprimován v kosterním svalstvu a FIT2 v tukové tkáni. Tyto proteiny nesyntetizují TG, 
ale nejspíše je rozdělují do vznikajících tukových kapének [Gross et al., 2011]. 
1.3.3 Růst tukové kapénky 
Tukové kapénky jsou schopné měnit svůj počet a velikost v závislosti na potřebách buňky. 
Proto je jejich velikost v maturovaných buňkách různá a závisí na konkrétním buněčném 
typu a na metabolických podmínkách uvnitř buňky. Největší tukové kapénky nacházíme 
v adipocytech WAT, jejichž velké unilokulární tukové kapénky představují nejefektivnější 
uložení energie. Tvorba unilokulárních kapének je podporovaná proteiny skupiny CIDE 
(cell death-inducing DFF45-like effector). Jsou lokalizované především na kontaktních 
místech mezi kapénkami, kde usnadňují přenos lipidů z menších kapének na větší. Jejich 
nedostatek tvorbě unilokulárních kapének brání a naopak nadměrná exprese indukuje vznik 
větších tukových kapének o menším množství [Schuldiner a Bohnert, 2017]. 
Velké tukové kapénky vznikají dvěma mechanismy, buď růstem, nebo vzájemným 
spojováním (fúzí) malých tukových kapének ve větší. Růst tukových kapének probíhá 
přidáváním neutrálních lipidů do hydrofobního centra a polárních lipidů (fosfolipidů a 
sterolů) na jejich povrch [Boschi et al., 2015]. 
Vzájemná fúze je závislá na mikrotubulech a molekulárních motorech, jako jsou dynein a 
kinesin. Podílejí se na ní proteiny SNARE (SNAP receptory), dále SNAP23 
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(synaptosomal-associated protein), syntaxin-5 a VAMP4 (vesicle-associated membrane 
protein 4). Mutací genů pro tyto proteiny se snižuje rychlost fúze a velikost tukových 
kapének [Boström et al., 2007].  
1.3.4 Rozpad a zánik tukové kapénky 
V kontrastu procesu růstu tukových kapének byl v adipocytech po silné lipolytické 
stimulaci pozorován rovněž proces jejich štěpení. Ten je charakteristický fragmentací 
tukové kapénky na velké množství malých dispergovaných kapének. Zvýšení počtu, a tak 
také zvětšení povrchu kapének, je nezbytné pro umožnění přístupu lipázy k jádru 
tvořenému TG. Lipidy uvolněné při tomto procesu mohou být buňkou využity pro 
metabolismus, ale i k tvorbě nových tukových kapének [Boschi et al., 2015]. 
Využití neutrálních lipidů z kapének se také účastní hormonálně řízený autofágní proces 
nazvaný lipofágie. Při lipofágii obalí tukovou kapénku dvojitá membrána, vytvoří se 
autofagozóm, který předchází fúzi s lysozomem (makroautofágie, přítomno u savců) anebo 
je kapénka pohlcena lysozomem rovnou (mikroautofágie, přítomno u kvasinek) [Hashemi 
a Goodman, 2015]. Degradace tukových kapének autofágií hraje zásadní roli při mobilizaci 
volných mastných kyselin pro metabolismus, udržování lipidové homeostáze v tukových 
kapénkách, ale také při adaptaci buňky na lipidovou nerovnováhu při hladovění [Garcia et 
al., 2018]. 




Obrázek 6 - Životní cyklus tukové kapénky,  
upraveno dle [Hashemi a Goodman, 2015] 
 
Legenda: 6A – Biogeneze tukové kapénky. Na membráně ER dochází k syntéze 
neutrálních lipidů, tuková kapénka pučí a odškrcuje se směrem do cytosolu buňky. 6B – 
Růst tukové kapénky přidáváním neutrálních lipidů do hydrofobního jádra a vzájemnou 
fúzí různě velkých kapének. Ukládání v tukové tkáni. 6C – Rozpad a zánik tukové 
kapénky. Tuková kapénka se po lipolytické stimulaci štěpí na množství dispergovaných 
kapének. Část těchto kapének je využita pro metabolismus, další se vracejí do procesu 
tvorby nových tukových kapének. Degradace tukových kapének probíhá také autofágií 
(lipofágie). U savců vzniká autofagozóm tak, že je tuková kapénka nejprve obalena 
dvojitou membránou a pak pohlcena lysozomem (makrolipofágie), u kvasinek je tuková 
kapénka pohlcena rovnou (mikrolipofágie). 
 
1.3.5 Skupina PAT proteinů 
V ukládání a využití tuků v tukových kapénkách mají hlavní regulační roli PAT proteiny 
umístěné na povrchu tukové kapénky (tabulka 5). Tato skupina proteinů je pojmenována 
podle prvního písmene prvních tří členů.  
Liší se od sebe velikostí, tkáňovou expresí, afinitou k tukovým kapénkám, stabilitou a 
transkripční regulací. Tyto rozdíly způsobují, že každý z PAT proteinů má odlišné buněčné 
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funkce, ale všechny pravděpodobně regulují rozhraní mezi tukovými kapénkami a 
buněčným prostředím, řídí přístup lipáz k lipidům uvnitř jádra a rovněž se mohou účastnit 




Tabulka 5 - PAT proteiny 




Další názvy Funkce 
PLIN1 
perilipin 1;  
u savců 3 izoformy (A, 
B, C) 
řídí (omezuje i usnadňuje) přístup lipáz ke 
kapénce; marker adipocytární 
diferenciace   
PLIN2 
perilipin 2; adipofilin; 
ADRP - adipose 
differentiation-related 
protein 
podílí se na vývoji tukové tkáně, řízením 
ukládání lipidů; výskyt rovněž u 
fibroblastů, endotelových a epitelových 
buněk (mléčná žláza, adrenální kůra, 
Sertoliho a Leydigovy buňky), hepatocyty 
u alkoholické jaterní cirhózy – slouží jako 
marker akumulace lipidů v různých 
typech buněk u různých onemocnění 
PLIN3 
perilipin 3; 
TIP47 -  tail-interacting 
protein 
podílí se na tvorbě tukových kapének; 
potřebný pro transport endosomu do 
Golgiho aparátu; výrazně exprimován 
v rakovině děložního čípku (nový 
biomarker)   
PLIN4 perilipin 4; S3-12 
výskyt na povrchu tukových kapének 
adipocytů a buněk srdečního a kosterního 
svalstva; podílí se na akumulaci lipidů 
v srdci (role v patologických 
degenerativních podmínkách) 
PLIN5 perilipin 5; OXPAT 








1.3.6 Funkce tukových kapének 
Všechny funkce tukových kapének jsou dány jejich unikátní strukturou [Murphy et al., 
2009; Tauchi-Sato et al., 2002; Walther a Farese, 2009]. Hlavní funkcí je skladování lipidů 
a to v adipocytech i v neadipocytárních buňkách. Skladované lipidy slouží jako energetická 
zásoba a to nejen pro vlastní intracelulární potřebu, ale poskytují i energetickou rezervu 
ostatním tkáním. Jsou mobilizovány pro β-oxidaci, biogenezi membrán, posttranslační 
modifikaci proteinů, syntézu lipoproteinů, steroidů, signálních lipidů, jiných lipidových 
mediátorů. Slouží jako rezervoár různých proteinů, včetně transkripčních faktorů a 
komponent chromatinu, a také se v nich ukládají vitamíny rozpustné v tucích [Puche et al., 
2013]. 
Klíčovými enzymy zapojenými v intracelulární degradaci TG v adipocytech i 
v neadipocytárních buňkách jsou adipocytární triglyceridová lipáza (ATGL) a hormon-
senzitivní lipáza (LIPE neboli HSL) [Morak et al., 2012].  
Lipidové kapénky rovněž chrání buňky před toxickým účinkem volných mastných kyselin. 
Ty mohou ohrozit integritu membrány, ale esterifikací do neutrálních TG se stávají 
stabilními a neškodnými [Welte, 2015].  
Kromě běžných funkcí souvisejících se skladováním lipidů nebo jejich metabolismem jsou 
tukové kapénky zapojeny i do dalších důležitých procesů v buňce, i takových, které se 
přímo k lipidovému metabolismu nevztahují, a které jsou často spojené s patologickými 
stavy [Murphy et al., 2009]. Tukové kapénky jsou důležité pro replikaci a životní cyklus 
virů a jiných intracelulárních patogenů [Roingeard a Melo, 2017]. Mezi patogeny 
využívající tukové kapénky pro svoji proliferaci a přežití patří například Chlamydia 
trachomatis a virus hepatitidy C [Fujimoto a Parton, 2011]. 
Významné pro vznik metabolických onemocnění je rovněž uskladnění perzistentních 
organických polutantů (POP) v tukových kapénkách adipocytů. Jedná se o látky jako 
organochlorované pesticidy, bifenyly, dioxiny a dibenzofurany, bromované zpomalovače 
hoření a další (viz kapitola 1.4.3). Jsou to látky lipofilní, bioakumulativní, do lidského těla 
se dostávají hlavně živočišnou tučnou potravou. Řadíme je mezi tzv. endokrinní 
disruptory, protože poškozují embryonální vývoj a reprodukční schopnosti a podílejí se na 
vzniku obezity a jejích komplikací, zejména rozvoji DM2T [Müllerová et al., 2017]. 
Je známo, že tukové kapénky hrají důležitou roli i v imunitním systému. Jsou místem 
syntézy eikosanoidů, signálních lipidů ovlivňujících např. zánět, bolest a kontrakce hladké 
svaloviny. Pro jejich syntézu je prekurzorem kyselina arachidonová [Bozza a Viola, 2010].  
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1.3.7 Patologické stavy spojené s tukovými kapénkami  
S nedostatkem nebo naopak nadbytkem tukových kapének v buňce je spojena celá řada 
onemocnění (tabulka 6). Pochopení mechanismů, které se v kapénkách odehrávají, může 
osvětlit řadu patologických stavů a poskytnout příležitost k jejich léčbě [Krahmer et al., 
2013].  
 
Tabulka 6 - Patologické stavy asociované s dysfunkcí tukových kapének,  
upraveno dle [Krahmer et al., 2013; Welte, 2015; Tirinato et al., 2015; Abramczyk et 
al., 2015; Bizzari et al., 2017] 
Onemocnění Přítomnost a role tukové kapénky 
Lipodystrofie  
nedostatek bílé tukové tkáně způsobený genetickým 
defektem, akumulace lipidů v jiných tkáních 
Kachexie  
ztráta tukové tkáně při nádorovém onemocnění 
zvýšenou lipolýzou 
Chanarin-Dorfmanův syndrom 
(ichtyóza) a myopatie  
genetická porucha, deficit degradace TG, akumulace 
tuků v jiných tkáních  
Obezita, metabolický syndrom 
a diabetes  
překročení kapacity tukové tkáně, nadměrné 
zmnožení tukových kapének, hypertrofie adipocytů, 
porucha hormonální funkce tukové tkáně, akumulace 
tuku i v jiných tkáních 
Steatóza jater  
akumulace tukových kapének v hepatocytech 
(obrázek 7A) 
Kardiovaskulární onemocnění  
překročení kapacity tukových kapének pěnových 




hromadění tukových kapének v gliích při 
neurodegeneraci, mutace genů účastnících se 
biologických procesů v tukových kapénkách 
Nádorová onemocnění  
zvýšené množství tukových kapének u buněk 








Obrázek 7 - Histologický obraz tkání u patologických stavů spojených s tukovými 
kapénkami  
[Dvořáková et al., 2018] 
 
Legenda: 7A – Játra prasete domácího s obrazem jaterní steatózy s nahromaděním 
tukových kapének v cytoplasmě hepatocytů. 7B – Preparát karotidy myši 
s aterosklerotickým plátem stádia II histologické klasifikace. V subendotelové vrstvě 
vaziva se nacházejí velké pěnové buňky – mnohojaderné makrofágy s nahromaděním 




1.4.1 Hypotéza obezogenů 
Výskyt obezity a onemocnění s ní souvisejících již dosahuje epidemických rozměrů. Jako 
hlavní příčina bylo kromě nadměrného příjmu potravin a nedostatku fyzické aktivity 
identifikováno genetické pozadí. Avšak tyto podmínky samy o sobě nevysvětlují všechny 
příčiny vzniku obezity, DM2T a dalších metabolických onemocnění, což vedlo k hypotéze, 
že se jich účastní ještě další složky [Muscogiuri et al., 2017].  
Po druhé světové válce došlo k prudkému rozvoji průmyslu, což mělo za následek velké 
znečištění životního prostředí [Yang et al., 2017]. Postupně se začaly objevovat informace 
o látkách, které mohou narušovat energetickou rovnováhu ve prospěch přibírání na 
hmotnosti a vzniku obezity u exponovaných jedinců. Tyto chemické látky poškozující 
metabolické procesy a zasahující do hormonálních funkcí byly nazvány endokrinní 
disruptory neboli obezogeny či diabetogeny [Grün a Blumberg, 2006].  
Lidská populace je obezogenům denně vystavena ve vnějším i vnitřním prostředí. Tyto 
látky jsou používány jako součásti mnoha produktů (přípravky na ochranu rostlin, 
průmyslové výrobky a výrobky pro domácnost, plasty, detergenty, zpomalovače hoření a 
přípravky osobní hygieny). Činností člověka se dostaly do vody, půdy a potravin.   
Obezogeny způsobují zvýšenou adipogenezi a větší ukládání tuku v tukových buňkách. 
Nepřímo působí také na složení střevní mikroflóry, bazální metabolismus a hormonální 
kontrolu chuti k jídlu a pocitů sytosti. Mimořádně znepokojující je, že expozice těmto 
látkám má škodlivější účinek během nitroděložního vývoje a v novorozeneckém období 
než expozice v dospělosti [Muscogiuri et al., 2017]. 
1.4.2 Přehled známých a pravděpodobných obezogenů (endokrinních disruptorů) 
Endokrinní disruptory jsou definovány jako exogenní látky, které mají nepříznivý 
zdravotní efekt v důsledku změn endokrinních funkcí. Některé tyto sloučeniny jsou látky 
přírodního původu (rostlinné fytoestrogeny), ale většinou jde o syntetické chemické látky, 
které se dostaly do životního prostředí lidskou činností bez předchozí znalosti jejich účinků 
na ekosystémy a lidské zdraví [Darbre, 2017]. 
1) K přírodním látkám s obezogenním efektem patří fytoestrogeny a fruktóza: 
Fytoestrogeny jsou přirozeně produkovány rostlinami, a tak jsou konzumovány lidmi 
v jedlých rostlinných částech. Látkami s estrogenní aktivitou jsou například izoflavony 
genistein a dadzein, které se nacházejí v sójových bobech, čočce a cizrně. Protože to jsou 
však látky přirozeně se vyskytující, jsou jako takové obecně společností pozitivněji 
39 
 
přijímány, a ve srovnání s možnými nepříznivými účinky je zvýrazňována jejich nutriční 
hodnota [Darbre, 2017; Newbold et al., 2009]. 
Fruktóza, monosacharid obsažený v ovoci a v medu, ovlivňuje vznik obezity více než 
glukóza. Díky svému odlišnému metabolismu a vysokému lipogennímu potenciálu 
umožňuje ukládat nadbytečné tuky v játrech a zvyšovat hmotnost viscerální tukové tkáně 
[Goran et al., 2013]. V poslední době se hojně používá v potravinářském průmyslu hlavně 
v nealkoholických nápojích a sladkostech a její vysoká spotřeba napomáhá k nárůstu 
obezity, insulinové rezistence, metabolických a kardiovaskulárních onemocnění [Tappy, 
2018]. 
2) Mezi syntetické chemické látky s obezogenním efektem řadíme některé skupiny léků, 
aditiva v potravinách, ftaláty, bisfenol A, parabeny a perzistentní organické polutanty 
(POP):  
Léky 
Je prokázáno, že některé skupiny léků patří mezi látky s endokrinní aktivitou. Je to 
zejména diethylstilbestrol (nesteroidní estrogen používaný v antikoncepčních preparátech), 
u něhož je prenatální expozice spojena s přibýváním na váze v dospívání, poškozením 
reprodukčních orgánů, potraty, rakovinou, neplodností a časnější menopauzou [Hatch et 
al., 2015].  
Mezi léky s těmito účinky řadíme i některé psychiatrické léky jako jsou tricyklická 
antidepresiva [Berken et al., 1984; Fava, 2000] a lithium [Ricken et al., 2016], dále sem 
patří i glukokortikoidy, které ovlivňují metabolismus lipidů a glukózy [Yang et al., 2018], 
antiepileptika (kyselina valproová a jí příbuzné látky) a antidiabetika (insulin, deriváty 
sulfonylurey, thiazolindiony) [Verrotti et al., 2011].  
Aditiva v potravinách 
U glutamátu sodného bylo prokázáno, že jeho podávání v časném období po narození vede 
ke zvýšení poměru tuku k tělesné hmotnosti. Při studiu jeho účinku na pokusných myších 
bylo pozorováno dramatické zvýšení hladiny leptinu, což může vést ke vzniku insulinové 
rezistence [Matysková et al., 2008]. Glutamát sodný má také neurotoxické účinky, a 
poškozuje signalizaci leptinu a insulinu [Maletínská et al., 2006]. 
Ftaláty jsou těkavé estery kyseliny ftalové, které jsou používány jako rozpouštědla (ftaláty 
s nižší molekulární hmotností) a změkčovadla (ftaláty s vyšší molekulární hmotností) ke 
zvýšení pružnosti, průhlednosti a trvanlivosti plastových materiálů vyrobených hlavně 
z polyvinylchloridu [Darbre, 2017].  
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Jedná se o látky, které jsou schopné ovlivňovat produkci testosteronu, folikulostimulačního 
hormonu (FSH) nebo insulin-like růstového faktoru 3 (IGF-3), čímž mohou narušit funkční 
a strukturální vývoj mužských pohlavních znaků a poškodit plodnost [Mráz et al., 2016]. 
Ftaláty s vyšší molekulární hmotností mohou zvyšovat riziko vzniku alergií a astmatu, 
poškozovat funkce ledvin a jater [Benjamin et al., 2017].  
Je pravděpodobné, že ftaláty zasahují i do vývoje abdominální obezity a DM2T, a to 
nejspíše mechanismem interakce s receptory PPARA a PPARG (receptory aktivované 
peroxisomovým proliferátorem), které se podílejí na regulaci diferenciace adipocytů a 
dalších dějů, které souvisejí s metabolismem glukózy a lipidů [Mráz et al., 2016]. 
V plynné podobě jsou ftaláty uvolňovány do prostředí, kde se hromadí ve vzduchu i 
v prachu, s nímž se pak při dýchání dostávají do lidského těla. Pokud by došlo k přímému 
kontaktu výrobku se sliznicí, ftaláty se vstřebávají přímo do krve. Jsou schopné procházet i 
skrz placentární bariéru. Jejich biologický poločas je řádově hodiny až dny, takže se v těle 
neakumulují. Jsou rychle hydrolyzovány a jejich metabolity jsou pak detekovatelné v moči 
a v mateřském mléku [Høyer et al., 2018]. Nacházíme je v mnoha výrobcích, jako jsou 
barvy, obaly, zdravotnické pomůcky, dětské hračky, elektronika, podlahové krytiny, 
výrobky osobní hygieny (parfémy, deodoranty, šampóny, tělová mléka), osvěžovače 
vzduchu, textil [Mráz et al., 2016].  
Celá řada ftalátů je uvedena v seznamu Organizace pro ekonomickou spolupráci a rozvoj 
(OECD) z roku 2004 o chemikáliích s vysokým objemem výroby. Jedná se o látky, které 
mají vlastnosti endokrinních disruptorů a některé jsou Evropskou unií zcela zakázané, a to 
především ftaláty v dětských hračkách a v potravinových obalech [Darbre, 2017].  
Bisfenol A (BPA) byl připraven v roce 1891 ruským chemikem Alexandrem P. Dianinem 
jako potenciální syntetický estrogen. Místo něho se však nakonec uplatnil diethylstilbestrol 
se silnějším estrogenním účinkem [Mráz et al., 2016]. 
Jedná se o jednu z nejrozšířenějších chemikálií ve světě [Cuomo et al., 2017]. Používá se 
při výrobě polykarbonátových plastů a epoxidových pryskyřic. Je všudypřítomný ve 
spotřebních výrobcích, jako jsou tvrdé lahve na vodu, obložení vodovodního potrubí, 
nátěrové hmoty na potravinářské a nápojové plechovky, termopapír a zubní plomby 
[Darbre, 2017].  
Jeho endokrinní efekt ovlivňuje zejména vývoj pohlavních orgánů a celkové reprodukční 
zdraví. Má však zřejmě roli i při rozvoji obezity a DM2T. Chronická expozice bisfenolu A 




Parabeny (alkylestery kyseliny p-hydroxybenzoové) se používají jako antimikrobiální 
činidla (konzervanty) pro uchovávání výrobků osobní hygieny, potravin, farmaceutických 
výrobků a výrobků z papíru. Jsou přítomné v lidských tkáních včetně prsní tkáně a mají 
estrogenní vlastnosti [Darbre, 2017]. Parabeny podporují adipogenní diferenciaci 




1.4.3 Perzistentní organické polutanty (POP) 
Tato skupina látek zde bude probrána podrobněji než ostatní látky s obezogenním 
účinkem, protože souvisí s praktickou částí této práce.  
Přehled a vlastnosti perzistentních organických polutantů 
Perzistentní organické polutanty (tabulka 7 a 8) jsou toxické látky vznikající jako vedlejší 
produkty průmyslové výroby. Často vznikají dokonce neúmyslně bez následného 
praktického využití. Jsou perzistentní, tzn. odolné vůči degradaci, která je v životním 
prostředí velmi pomalá – poločas rozpadu v půdě se pohybuje řádově od několika po 
desítky let. Produkty vzniklé jejich rozkladem jsou ale rovněž často toxické. Jedná se o 
látky lipofilní povahy, které jsou transportovány krví ve vazbě na lipoproteiny a ukládány 
do tukové tkáně organismů. Vzhledem k jejich bioakumulačním vlastnostem jsou nejvíce 
ohroženy organismy na vrcholu potravního řetězce [Dvořáková, 2015]. 
Tabulka 7 - Skupiny látek patřící mezi perzistentní organické polutanty  
Skupina Příklady Použití 
Organochlorované pesticidy 
(OCP) 
aldrin, chlordan, endrin, 




toxafen a další 






směs 210 kongenerů, 
nejčastější PCB138,      
153 a 180 
široce využívané v průmyslu, 
elektroizolační vlastnosti, 
přísady do barviv, plastů; od 
roku 1984 výroba u nás 
zakázána 
Polychlorované 






bez praktického využití, vznik 
jako vedlejší produkty výrob 
(PCDD při výrobě pesticidů; 
PCDF při výrobě PCB) a při 
spalování odpadu, lesních 









v textilních výrobcích, 
nábytku, elektronice a plastech 
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Tabulka 8 - Skupiny látek patřící mezi perzistentní organické polutanty  
Skupina Příklady Použití 
Organocíničité sloučeniny 
tributylcín (TBT) 
trifenylcín (TPT) a další 
biocidní látky používané 
v barvách aplikovaných na 
trupy lodí 
Polychlorované n-alkany 
s krátkým a dlouhým 
řetězcem (SCCP a LCCP) 
směs kongenerů a optických 
izomerů 
používané od 80. let         
20. století jako náhražka 
PCB 
Perfluorkarboxylové 






použití jako obalové 
materiály pro potraviny, 
voděodolné oblečení, čisticí 
prostředky, barvy, laky a 





vedlejší produkty při 
spalování (výfukové plyny, 
cigaretový kouř, pečení, 
uzení a grilování masa, 
přírodní požáry) 
 
Perzistentní organické polutanty v životním prostředí 
Perzistentní organické polutanty se do ovzduší dostávají z průmyslových zdrojů, dopravy, 
ze skládek, používáním zemědělských postřiků a vypařováním z půdy. Vyskytují se zde ve 
formě par anebo vázané na prachové částice a kapičky vody. Podléhají velmi pomalé 
fotolýze vlivem slunečního záření. Na zemský povrch (do půdy) se dostávají buď 
usazováním popílku, aplikací pesticidů anebo s dešťovou vodou. Poměrně silně se váží na 
organickou složku půdy a jejich poločas rozpadu může být řádově roky až desítky let, 
přičemž na jejich rozkladu se podílejí hlavně mikroorganismy. Do vodních zdrojů jsou 
splachovány dešťovou vodou ze silnic a skládek, a s odpadní vodou z průmyslových 
závodů. Jejich největším rezervoárem jsou pak oceány, kde se ukládají v sedimentech, 
odkud se mohou znovu uvolňovat.  
Vlivem jejich stability v ovzduší mohou být transportovány i tisíce kilometrů od 
původního zdroje a vyskytovat se tak i v oblastech, kde se nikdy nepoužívaly [Holoubek et 
al., 2001]. Tato skutečnost byla potvrzena analýzou ledu kolem severního pólu a rovněž 
tuku tamních živočichů [Villa et al., 2017].  
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V České republice byla provedena analýza půdních vzorků s cílem detekce reziduí 
vybraných pesticidů (chlordan, heptachlor, dieldrin, aldrin, endrin, isodrin, endosulfan I, 
endosulfan II, methoxychlor, mirex). Výsledky studie ukázaly, že i když se u nás ve 
velkém množství tyto druhy pesticidů nikdy nepoužívaly a byly ve světě už 20 let 
zakázané, přesto se vyskytovaly v půdě v horských i v zemědělských oblastech. Tato 
skutečnost dokazuje teorii šíření perzistentních organických polutantů pomocí 
atmosférických vlivů [Shegunova et al., 2007]. 
Cesty vstupu perzistentních organických polutantů do organismu a možnost ochrany 
před jejich působením 
Rostliny mohou být znečištěny ochranným postřikem pesticidy anebo perzistentními 
organickými polutanty z ovzduší. Ty se pak mohou akumulovat v nadzemních částech 
rostlin obsahujících oleje a vosky.  
Zvířata mohou být kontaminována převážně konzumací znečištěných rostlinných krmiv a 
rybí moučky, přičemž v potravním řetězci se koncentrace těchto látek zvyšuje směrem 
k vrcholovým predátorům včetně člověka, kteří jsou tak nejvíce ohroženi chronickou 
expozicí s následnými zdravotními komplikacemi [Holoubek et al., 2001]. 
Lidé jsou vystaveni těmto chemikáliím nejrůznějšími cestami. Hlavním zdrojem jsou 
potraviny živočišného původu (masné a mléčné výrobky, tučné ryby, vejce), dále uzené a 
grilované potraviny, nemyté ovoce a zelenina. Mezi další možné cesty vstupu do 
organismu patří inhalace (kouření, prach ve vnitřním prostředí, život ve znečištěných 
oblastech), dermální cesta (zejména při profesionální expozici a manipulaci s postřiky bez 
ochranných pomůcek) a rovněž transplacentární přenos [Neel a Sagris, 2011; Yang et al., 
2017].  
Při snaze o snížení tělesné hmotnosti se významně zvyšují sérové hladiny perzistentních 
organických polutantů v závislosti na množství shozených kilogramů. Kontaminující látky 
rozpustné v lipidech se při hubnutí uvolňují z tukové tkáně do krve, jsou v těle nově 
rozdělovány a jejich expozice může negativně ovlivnit zdraví [Malarvannan et al., 2018]. 
Dioxiny aktivují systém arylhydrokarbonový receptor - cytochrom p450 formu 1A1, 
vytvářejí oxidační stres a vyvolávají hyperkeratinizaci keratinocytů a sebocytů, což vede 
ke vzniku chlorakné. Bylo zjištěno, že některé přírodní látky, jako například 
cinnamaldehyd ze skořicovníku čínského (Cinnamomum cassia) a perillaldehyd z perily 
křovité (Perilla frutescens) tuto signalizaci inhibují a aktivují antioxidační děje. Tak 
zlepšují chlorakné u lidí zasažených dioxiny [Furue et al., 2018].  
Morita et al. [2001] uvádí ve své práci výsledky s laboratorními potkany, kdy bylo 
potvrzeno, že přídavek chlorofylu z řasy Chlorella pyrenoidosa inhibuje absorpci 
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polychlorovaných dibenzodioxinů a polychlorovaných dibenzofuranů 
z gastrointestinálního traktu a urychluje jejich vylučování z těla se stolicí. Dioxiny byly 
detekovány rovněž v mateřském mléce, což by mohlo mít dopady na zdraví kojených dětí. 
Bylo zjištěno, že po užívání chlorelly v průběhu těhotenství byly hladiny dioxinů 
v mateřském mléce výrazně nižší, takže se snížil jejich přenos na dítě [Nakano et al., 
2007].  
Mechanismy působení obezogenních perzistentních organických polutantů 
v organismu  
Jedná se o vysoce lipofilní látky, které se snadno ukládají v tukových kapénkách adipocytů 
tukové tkáně, ale i v dalších orgánech, které obsahují větší množství lipidů např. mozek a 
játra. Z těchto lokalit jsou v malých dávkách uvolňovány do krve, kde setrvávají navázané 
na lipidové částice [Yang et al., 2017], což způsobuje neustálou chronickou expozici.   
Jednotlivé skupiny POP mohou působit různými mechanismy. Situaci komplikuje i 
skutečnost, že člověk je vystaven současnému působení nízkých hladin celé řady složitých 
směsí endokrinních disruptorů, které mezi sebou mohou interagovat aditivními, 
synergistickými nebo antagonistickými účinky, což znesnadňuje objasnění efektů těchto 
látek na metabolismus a zdraví [Mustieles et al., 2017]. 
Obezogeny mohou způsobovat přibývání na váze změnou lipidové homeostázy 
podporováním adipogeneze a akumulace tuků, a to několika mechanismy, jak je uvedeno 
v tabulce 9 [Darbre, 2017]. Na molekulární úrovni mohou obezogeny působit interakcí 
s jadernými transkripčními receptory jako jsou PPARA, PPARD a PPARG, s receptory 
steroidních hormonů a s aryluhlovodíkovým receptorem (AhR) [Darbre, 2017]. 
Tabulka 9 - Souhrn obezogenních účinků endokrinních disruptorů, 
upraveno dle [Darbre, 2017] 
Zvýšení počtu adipocytů (hyperplázie) 
Zvýšení velikosti adipocytů (hypertrofie) 
Změna endokrinní regulace vývoje tukové tkáně 
Změna hormonů regulujících chuť k jídlu, pocity sytosti a stravovací preference (inhibice 
leptinu a stimulace ghrelinu – „hormonu hladu“ produkovaného buňkami trávicího traktu) 
Změna rychlosti bazálního metabolismu 
Změna energetické rovnováhy ve prospěch skladování kalorií 
Změna insulinové senzitivity a lipidového metabolismu v endokrinních tkáních jako je 
tuková tkáň, játra, slinivka, mozek, gastrointestinální trakt a svaly 
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Jaderné transkripční receptory (PPAR) regulují biosyntézu a skladování lipidů, dále 
kontrolují proliferaci a diferenciaci preadipocytů v tukové tkáni. Obezogeny mění 
adipogenezi prostřednictvím interakce s PPARG [Darbre, 2017]. U organocíničitých 
sloučenin, metabolitů ftalátů, parabenů a u polybromovaných bifenylů bylo zjištěno, že 
působí jako agonisté PPARG, potlačují osteogenezi a diferenciaci multipotentních 
mesenchymálních buněk derivovaných z kostní dřeně směrují přednostně k adipocytům 
[Watt a Schlezinger, 2015]. 
Expozice plodu nebo novorozence látkám, které napodobují signalizaci steroidních 
hormonů (např. fytoestrogeny, syntetický estrogen diethylstilbestrol, parabeny), je spojena 
s rozvojem obezity v pozdějším věku [Darbre, 2017]. Tyto látky rovněž poškozují 
normální embryonální vývoj a reprodukční funkce v dospělosti. Ovlivňují procesy 
zprostředkované estrogeny nebo androgeny napodobováním nebo antagonizací jejich 
fyziologických funkcí [Müllerová a Kopecký, 2007]. 
Aryluhlovodíkový receptor je lokalizován v cytoplazmě buněk mnoha tkání, včetně plic, 
jater, ledvin, kůže, sleziny a placenty. Je aktivován řadou lipofilních xenobiotických 
sloučenin difundujících přes plazmatické membrány a zprostředkovává biologické 
odpovědi na tyto látky, které je zapotřebí odstranit z těla, a to aktivací cytochromu P450 
[Sorg, 2014]. Může nepřímo ovlivnit adipogenezi změnou exprese PPARG. Skrze tento 
mechanismus nejspíše fungují např. polychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany 
[Darbre, 2017].  
Studovány jsou i další možné mechanismy působení POP související s obezitou a DM2T. 
Jedním z nich by mohla být interakce s receptory thyroidních hormonů, které mají vliv na 
vývoj mozku a na bazální metabolismus [Darbre, 2017; Baba et al., 2018]. 
U rozvoje nemocí jako je obezita, DM2T a rakovina byla zjištěna souvislost také 
s mitochondriální dysfunkcí, rozvíjející se nejen v průběhu stárnutí, ale i po expozici 
dioxinům. Mitochondriální dysfunkce vede k akumulaci diacylglycerolu a dalších 
metabolitů z metabolismu mastných kyselin, což potlačuje insulinovou signální dráhu, a 
dále vede ke zvýšení produkce reaktivních kyslíkových radikálů. Tyto podmínky jsou 
běžně pozorované v insulin-rezistentních tkáních [Yang et al., 2017]. 
Patofyziologické účinky POP 
Chronická expozice a akumulace těchto toxických látek v organismu může indukovat 
endokrinní dysfunkci, která se projevuje poruchami imunitních a reprodukčních funkcí, 
vznikem karcinomů, obezity, insulinové rezistence, DM2T, hypertenze a dyslipidemie. Po 
akutní expozici vzniká chlorakné nebo může docházet až k úmrtí jedince [Sorg, 2014; 
Yang et al., 2017].   
47 
 
Epidemiologické studie a asociace mezi perzistentními organickými polutanty, 
obezitou a diabetes 
Epidemiologické studie zaměřené na tyto látky vycházejí z měření jejich obsahu v tuku a 
v séru. U koncentrací v tukové tkáni nacházíme menší variabilitu ve srovnání se sérovými 
koncentracemi, protože ty mohou být ovlivněny krátkodobou expozicí anebo mobilizací 
POP uložených v tukové tkáni [Mustieles et al., 2017]. Z těchto látek jsou nejčastěji a 
nejvíce zastoupené v tukové tkáni člověka organochlorované pesticidy a polychlorované 
bifenyly. Rozmezí hodnot těchto látek jsou uvedeny v tabulce 10. 
 
Tabulka 10 - Obsah perzistentních organických polutantů v lidské tukové tkáni, 
upraveno dle [Achour et al., 2017; Malarvannan et al., 2013; Jimenez Torres et al., 2006] 
Chemikálie Rozmezí hodnot (ng/g tuku) 
DDT (dichlordifenyltrichlorethan)               
a jeho metabolity: 
     DDE (dichlordifenyldichlorethylen)            
     DDD (dichlordifenyldichlorethan) 
20 – 9000 
HCB (hexachlorbenzen)  
HCH (hexachlorhexan)  
70 – 5500 
PCB 138, 153, 180  10 - 300 
 
 
V roce 1976 došlo k výbuchu v chemické továrně na herbicidy v italském Sevesu, kdy 
došlo k úniku do ovzduší prudce jedovaného dioxinu. Jde o nejznámější vystavení 
obyvatelstva dioxinům [Wesselink et al., 2014]. U dívek, které byly v době výbuchu 
mladší 12 let, se v dospělosti projevila obezita a cukrovka. To potvrzuje zjištění, že 
kritické pro rozvoj diabetes je vystavení se těmto chemikáliím v raném věku [Yang et al., 
2017].  
V jiné studii [Mustieles et al., 2017] byl sledován počet složek metabolického syndromu 
(DM2T, hypertenze, hypertriglyceridemie, nízký HDL cholesterol) ve vztahu k obsahu 
hexachlorhexanu a hexachlorbenzenu v tuku. Bylo zjištěno, že čím měl pacient vyšší 
naměřené hodnoty těchto látek v tuku, tím více složek metabolického syndromu měl. 
Další zajímavý jev byl pozorován v Kanadě, kde se u původního národu vyskytuje 17,2% 
prevalence DM2T oproti 6,8 % u zbytku kanadské populace. Toto je dáváno do souvislosti 
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s vyšší konzumací ryb, které mohou obsahovat kontaminanty [Marushka et al., 2017]. 
Laboratorně byla tato skutečnost zjištěna již dříve u myší krmených nerafinovaným tukem 
z lososů, jejichž tuk obsahoval směs perzistentních organických polutantů. U zvířat došlo 
k rozvinutí insulinové rezistence, abdominální obezity a hepatosteatózy.  
Ve studii Henríqueze-Hernándeze [2017], která byla prováděna na Kanárských ostrovech, 
bylo potvrzeno, že sérové hladiny těchto látek jsou významně vyšší u jedinců s diabetem 
než u nediabetiků. Přitom bylo pozorováno nejvyšší zastoupení látek DDE, PCB153 a 
PCB118.  
Ochrana životního prostředí a zdraví  
V květnu 2001 byla přijata Stockholmská úmluva o perzistentních organických 
polutantech, jejímž cílem je: „chránit lidské zdraví a životní prostředí před perzistentními 
organickými polutanty, zastavit produkci a používání těchto látek“. Úmluva byla 
ratifikována Evropskou unií a 179 zeměmi celého světa. Nejprve bylo na seznamu 12 
látek, postupně jsou přidávané další, v současnosti je Stockholmskou úmluvou zakázáno 
23 látek [Harrad, 2009]. Tato skutečnost ale neplatí absolutně, jelikož např. ačkoliv je 
DDT zakázané, některé země ho stále v omezeném množství používají k hubení 
malarických komárů [ARNIKA, 2014].  
Státní orgány zajišťují vydávání právních dokumentů, které stanovují nejvyšší přípustné 
limity těchto látek nejen v životním prostředí, ale i v potravinách. Zákon o ovzduší, o vodě, 
půdě a související vyhlášky nařizují používání nejlepších možných technologií 
v zařízeních, která mohou být zdrojem těchto látek [Holoubek et al., 2001].  





2 HLAVNÍ A DÍLČÍ CÍLE 
Tato práce si klade za cíl zhodnocení vlivu perzistentního organického polutantu DDE 
(dichlordifenyldichlorethylenu) na genovou expresi adipocytů.  
Dílčí cíle:  
1. diferenciace mesenchymálních kmenových buněk derivovaných z tukové tkáně 
(hADMSC) do adipocytů a charakterizace tohoto procesu  
2. studium vlivu DDE (dichlordifenyldichlorethylen) na expresi genů lipidového 




3 MATERIÁL A METODIKA  
3.1 Mesenchymální kmenové buňky 
Mesenchymální kmenové buňky (MSC) jsou multipotentní kmenové buňky, které byly 
identifikovány v několika tkáních, např. kostní dřeň, tuková tkáň, zubní pulpa, 
pupečníková krev apod. [Wagner et al., 2005]. Jedná se o buňky schopné sebeobnovy a 
diferenciace do adipocytů, osteoblastů, chondrocytů, myocytů, ale i beta buněk pankreatu. 
Mezi jejich další charakteristickou vlastnost patří adherence k plastovému povrchu, 
vřetenovitý tvar buněk a přítomnost typických povrchových znaků jako CD105, CD90, 
CD73 a zároveň absence CD45, CD34, CD79a, CD14 a HLA II [Phinney a Prockop, 
2007]. 
3.2 Kultivace mesenchymálních kmenových buněk 
Pro tuto práci byla vybrána jako nejvhodnější lidská buněčná linie mesenchymálních 
kmenových buněk derivovaných z tukové tkáně (human adipose-derived mesenchymal 
stem cells, hADMSCs) (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Jedná se o 
linii získanou při liposukci z podkožní tukové tkáně ženské dárkyně. Tento typ buněk 
poskytuje slibnou budoucnost v tkáňovém inženýrství a v regenerativní medicíně. Má 
velmi podobné fenotypové a funkční charakteristiky jako častěji používané mesenchymální 
kmenové buňky odvozené z kostní dřeně, jejich výhodou však je možnost méně 
invazivního získání [De Francesco et al., 2015].  
Mesenchymální kmenové buňky derivované z tukové tkáně byly kultivovány v souladu 
s instrukcemi poskytnutými dodavatelem. Buňky byly vysazeny v počtu 1x105 do 6-
jamkových destiček, případně v počtu 5000 do 96-jamkových destiček (TPP Techno 
Plastic Products, Trasadingen, Switzerland) a kultivovány v komerčně dostupném médiu 
MesenPRO RS™ Medium s přídavkem růstového suplementu MesenPRO RS™ Growth 
Supplement s redukovaným množstvím séra (2%), 1% L-glutaminu a 1% Gentamicinu 
(vše Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Buňky byly kultivovány za 
standardních podmínek (teplota 37°C, 5% atmosféra CO2). Kultivační médium bylo 
měněno každé 3 dny. Po dosažení 70 - 80% konfluence byla zahájena diferenciace buněk. 
3.3 Diferenciace mesenchymálních kmenových buněk v adipocyt 
Po dosažení přibližně 70 - 80% konfluence byly buňky promyty pomocí pufrovaného 
fyziologického roztoku (PBS) a bylo k nim přidáno komerční diferenciační médium 
StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit s přídavkem 1% Gentamicinu (vše Thermo 
Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Buňky byly diferencovány v maturované 
adipocyty po potřeby charakterizace procesu diferenciace po dobu 21 dní a pro potřeby 
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studia vlivu DDE 28 dní. Buňky byly kultivovány za standardních podmínek (teplota 
37°C, 5% atmosféra CO2). Diferenciační médium bylo měněno každé 3 dny. 
3.4 Fotodokumentace průběhu diferenciace 
Buňky byly fotodokumentovány ve dnech 0, 4, 10 a 21 diferenciace za použití mikroskopu 
Olympus CKX41 s fotoaparátem Olympus E-600 s objektivem ZUIKO Digital ED 14-42 
mm (Olympus, Tokio, Japonsko). 
3.5 Barvení Oil Red O 
Pro zvýraznění vznikajících tukových kapének v průběhu diferenciace byly buňky ve 
dnech 0, 4, 10 a 21 barveny pomocí Oil Red O (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Toto 
barvivo se používá k barvení a vizualizaci lokalizace tuků. Proniká do tukových kapének 
uvnitř adipocytu a barví je červenooranžovou barvou.  
Pracovní roztok barviva byl připraven smícháním zásobního roztoku s destilovanou vodou 
v poměru 3:2. Buňky byly nejprve opláchnuty PBS roztokem a následně fixovány ve 4% 
pufrovaném formaldehydu po dobu 1 hodiny při pokojové teplotě. Následně byly buňky 3x 
opláchnuty destilovanou vodou a bylo přidáno barvivo Oil Red O na dobu 30 minut. 
Inkubace probíhala při pokojové teplotě. Poté byly buňky opět 3x opláchnuty destilovanou 
vodou. Dokumentace byla pořízena pod invertovaným mikroskopem Olympus CX41 
(Olympus, Tokio, Japonsko) s digitální kamerou.  
3.6 Kvantifikace akumulovaných lipidů 
Množství akumulovaných lipidů bylo kvantifikováno pomocí extrakce barviva Oil Red O a 
jeho spektrofotometrickém změření. Nejprve byly buňky zafixovány a obarveny 
standardním protokolem pro barvení Oil Red O (viz kapitola 3.5). Poté byly buňky 
zlyzovány lyzačním roztokem (4% NonidetTM P-40 v 100% isopropanolu - obojí Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA). 100 µl extraktu z každého vzorku bylo přeneseno na 96-
jamkovou destičku. Na destičkovém readeru SynergyHT (BioTek, Winooski, Vermont, 
USA) byla změřena absorbance při 490, 500, 510 a 520 nm.  
3.7 Fluorescenční imunocytochemie 
Tato metoda byla použita k průkazu přítomnosti diferencovaných adipocytů. Jako marker 
byl použit specifický protein fatty acid binding protein 4 (FABP4).  
Fixace byla provedena 4% formaldehydem po dobu 60 min. při teplotě 4 až 8° C. Po 
opakovaném promytí roztokem PBS byly buňky permeabilizovány v 0,3% Tritonu X-100 
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po dobu 15 minut při pokojové teplotě. Po opětovném promytí byl k buňkám na 60 minut 
přidán blokační roztok (1% bovinní albumin v PBS). Inkubace probíhala za pokojové 
teploty. Všechny použité chemikálie byly součástí kitu Image-iT® 
Fixation/Permeabilization Kit (Molecular probes, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 
USA). Po blokaci byly buňky inkubovány s primární protilátkou anti-FABP4 (R&D 
Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) přes noc při teplotě 4 až 8° C. Po oplachu byla 
přidána sekundární protilátka NL557-conjugated donkey anti-goat secondary antibody 
(R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) na 60 minut. Inkubace probíhala při 
pokojové teplotě. K zamontování vzorku bylo použito DAPI ProLong Gold Antifade 
Mountant (Molecular probes, Eugene, Oregon, USA).  Vzorek byl pozorován pod 
fluorescenčním mikroskopem Olympus CX41 (Olympus, Tokyo, Japonsko) připojeným 
k digitální kameře. 
3.8 Viabilita buněk 
Viabilita buněk v průběhu diferenciace byla stanovena pomocí metody PrestoBlue™ Cell 
Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). Toto činidlo 
obsahující resazurin je redukováno metabolicky aktivními buňkami za vzniku resorufinu, 
který je vysoce fluorescenční. Buňky byly diferencovány v 96-jamkových destičkách 
Nunc™ MicroWell™ Optical-Bottom Plates (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 
California, USA). Ve dnech 0, 4, 10 a 21 bylo do každé jamky přidáno 10 μl činidla. 
Inkubace trvala 10 minut při pokojové teplotě ve tmě. Na destičkovém readeru SynergyHT 
(BioTek, Winooski, Vermont, USA) byla měřena fluorescence (excitace 560 nm, emise 
590 nm). Vyšší hodnota fluorescence koreluje s vyšší celkovou metabolickou aktivitou 
buněk. 
 
3.9 Distribuce mitochondrií v buňce 
„Live Cell Imaging" je progresivní metoda vhodná k výzkumu interakcí jednotlivých 
buněk, buněčných organel apod., kdy jsou buňky pozorovány živé a v reálném čase. Tato 
metoda byla použita k ozřejmění mitochondriální sítě v průběhu diferenciace pomocí 
MitoTracker™ Red CMXRos a ke zvýraznění jádra za použití NucBlue™ Live 
ReadyProbes™ Reagent (oboje Molecular probes, Eugene, Oregon, USA).  
MitoTracker™ je červené fluorescenční barvivo, které pasivně difunduje plazmatickou 
membránou a akumuluje se v aktivních mitochondriích. Jeho emisní maximum je při 599 
nm. NucBlue™ obsahující barvivo Hoechst® 33342 dye (2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-
methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1H-benzimidazole) emituje při navázání na DNA modrou 
fluorescenci s emisním maximem při 460 nm. Je detekován modrým DAPI filtrem.  
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Kultivační médium bylo nahrazeno roztokem Live Cell Imaging Solution (Molecular 
Probes, Eugene, Oregon, USA) pro získání jasnějšího obrazu. Na 1 ml média byly přidány 
dvě kapky NucBlue™ v konečné koncentraci 100 nM MitoTracker™. Buňky byly 
inkubovány ve tmě po dobu 30 minut a pak vizualizovány kamerou Hamamatsu Orca-ER 
připojenou k invertovanému mikroskopu Olympus IX81 při 200x zvětšení (Olympus, 
Tokio, Japonsko). 
3.10 Mitochondriální membránový potenciál 
Pro doplnění informací o funkčním stavu buněk a jejich mitochondrií byl stanovován 
mitochondriální membránový potenciál, což je napětí na polarizované polopropustné 
membráně vznikající jako důsledek působení elektrochemického gradientu malých iontů a 
protonů. K tomu byl použit JC1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit 
(Mitosciences, Abcam, Cambridge, UK). Pomocí této lipofilní látky (5,5',6,6'-tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimi-dazolylkarbocyanin jodid) je možné detekovat změny 
mitochondriální membrány. Zdravé buňky s funkčními mitochondriemi vykazují červenou 
fluorescenci. Pokles této fluorescence signalizuje buněčné poškození.  
Buňky byly vysazeny na 96-jamkové destičky Nunc™ MicroWell™ Optical-Bottom 
Plates v počtu 1x104 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, California, USA). 
Mitochondriální membránový potenciál byl měřen v den 0, 4, 10 a 21 diferenciace (n = 
12). Buňky byly nejprve opláchnuty PBS a následně inkubovány s JC-1 (1μM) po dobu 10 
minut při 37ºC. Následně byly buňky opět opláchnuty a byla měřena jejich fluorescence při 
excitaci 475 nm a emisi 530/590 nm na spektrofotometru Synergy HT (BioTek, Winooski, 
Vermont, USA).  
Pro ověření správnosti výsledků byl mitochondriální membránový potenciál měřen i 
pomocí průtokové cytometrie za použití MitoProbe™ JC-1 Assay kitu (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, California, USA) v den 4 a 21 diferenciace. Buňky byly 
resuspendovány ve vlažném (37°C) fosfátovém pufru. Výsledná koncentrace buněk byla 
přibližně 1×106 buněk/ml. K buňkám bylo přidáno barvivo JC-1 (10 µl z 200 µmol/l). 
Inkubace trvala 20 minut při 37°C a 5% CO2. Po oplachu PBS a centrifugaci (5 min, 1500 
rpm) byly vzorky resuspendovány v 500 µl PBS a změřeny v průtokovém cytometru BD 
FACS CANTO II (BD Biosciences, San Jose, California, USA). Analýza byla provedena 
softwarem BD FACS Diva. Pro vyhodnocení potenciálu mitochondriální membrány byl 
stanoven poměr intenzity červené / zelené fluorescence.  
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3.11 Ovlivnění adipocytů v průběhu jejich diferenciace vybranými 
polutanty 
V průběhu diferenciace byly buňky chronicky exponovány perzistentnímu organickému 
polutantu dichlordifenyldichlorethylenu (DDE) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
Důvodem výběru této látky je její vysoká koncentrace v okolním prostředí a tedy vysoká 
míra expozice pro člověka.  
Polutant DDE byl rozpuštěn v triglyceridové složce roztoku NuTRIflex® Lipid peri (B. 
Braun, Melsungen, Germany), užívaného při humánní parenterální výživě. Důvodem 
rozpuštění polutantu v tomto roztoku bylo napodobení obezogenního prostředí, ve kterém 
žijeme. Výsledné koncentrace polutantu v kultivačním médiu byly 0,1 µM, 1 µM a 10 µM. 
Jedná se o hodnoty, které korelují s hodnotami nacházenými v lidském séru [Dirinck et al., 
2014].  
Při pokusu bylo celkově používáno pět typů diferenciačních médií (obrázek 8): 
 médium č. 1 – pouze čisté diferenciační médium (M) 
 médium č. 2 – diferenciační médium s rozpouštědlem (R) 
 médium č. 3 – diferenciační médium s perzistentním organickým polutantem 
s rozpouštědlem o finální koncentraci 0,1 µM (C1) 
 médium č. 4 – diferenciační médium s perzistentním organickým polutantem 
s rozpouštědlem o finální koncentraci 1,0 µM (C2) 
 médium č. 5 – diferenciační médium s perzistentním organickým polutantem 
s rozpouštědlem o finální koncentraci 10 µM (C3) 
 
 
Obrázek 8 – Rozdělení buněčných kultur podle složení diferenciačního média 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
o c = 1 µM; C3 = diferenciační médium s DDE o c = 10 µM. 
 
M M + R M + R + C2 M + R + C1 M + R + C3 
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V průběhu procesu diferenciace byly ve dnech 0, 4, 10, 21 a 28 odebírány vzorky pro 
kvantitativní stanovení mRNA pomocí polymerázové řetězové reakce (RT-PCR).   
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3.12 Kvantitativní stanovení exprese mRNA vybraných genů pomocí 
polymerázové řetězové reakce (RT-PCR) 
Stanovení exprese mRNA vybraných genů (tabulka 11, 12) bylo provedeno metodou RT-
PCR s UPL sondou (Universal Probe Library, Roche). Celková RNA byla izolována 
z pelety buněk za pomocí kitu FastRNAPro Green Kit (QBIOgene, Irvine, CA, USA). 
Reverzní transkripce byla provedena z 250 ng celkové RNA reverzní transkriptázou 
Superscript III (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA) za použití random hexamerů 
jako primerů. Sekvence primerů a odpovídající sondy byly generovány softwarem 
ProbeFinder (Roche, Mannheim, Germany). Primery byly syntetizovány firmou East Port 
Praha (Praha, ČR) [Müllerová et al., 2016]. 
Kvantitativní stanovení bylo provedeno na přístroji Stratagene Mx3005P (Agilent 
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). U všech vzorků byla hodnocena exprese 
referenčních genů: β-glukuronidázy (GUSB), hypoxantin-guanin fosforibosyltransferázy 
(HPRT) a tyrozin 3/tryptofan 5-monooxygenázou aktivovaného proteinu zeta (YWHAZ). 
Výsledky jsou vyjádřeny jako normalizované hodnoty (2-ΔΔCt algoritmus) vztažené ke 














Tabulka 11 - Sledované referenční geny a geny monitorující diferenciaci,  
upraveno dle [Pešta et al., 2018] 
Symbol a název genu Funkce 
Referenční geny 
GUSB (glucuronidase beta) lysosomální rozklad glykosaminoglykanů 
HPRT (hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase) 
regenerace nukleotidů z příslušných 
purinových nukleových bází 
YWHAZ (tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein zeta ) 
adaptér pro regulaci přenosu signálu, 
interaguje s proteinem IRS1 (úloha při 
regulaci citlivosti na insulin) 
Monitoring diferenciace 
OCT4 (organic cation/carnitine 
transporter4) 
transkripční faktor zapojený v samoobnově 
nediferencovaných embryonálních 
kmenových buněk 
PPARG (peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma) 
regulace diferenciace adipocytů; regulace 
skladování mastných kyselin a metabolismu 
glukózy 
PPARGC1B (PPARG coactivator 1 beta) 
stimulátor některých transkripčních faktorů 
a aktivit jaderných receptorů; je snížen u 





Tabulka 12 - Sledované geny regulace metabolismu glukózy a lipidů,  
upraveno dle [Pešta et al., 2018] 
Symbol a název genu Funkce 
Metabolismus adipocytů a jeho regulace 
INSR (insulinový receptor) 
receptor tyrosinkinázy zprostředkovávající 
účinky insulinu; vazba insulinu na receptor 
aktivuje insulinovou signální dráhu 
regulující příjem a uvolňování glukózy a 
syntézu a skladování sacharidů, lipidů a 
bílkovin 
AKT2 (AKT serin/threonin kináza 2) 
funkce v signální transdukci aktivovaného 
insulinového receptoru; reguluje 
metabolismus, proliferaci, přežití buněk, 
růst a angiogenezi; nadměrná exprese 
přispívá k malignímu fenotypu karcinomu 
pankreatu 
FASN (syntáza mastných kyselin) 
multifunkční protein syntézy mastných 
kyselin; katalyzuje syntézu palmitátu 
z acetyl-CoA a malonyl-CoA v přítomnosti 
NADPH 
ACLY (ATP citrát lyáza) 
enzym zodpovědný za syntézu cytosolového 
acetyl-CoA potřebného pro lipogenezi a 
cholesterogenezi 
LIPE (hormon-senzitivní lipáza typ E, HSL) 
hydrolýza triglyceridů na volné mastné 
kyseliny 
 
3.13 Statistické vyhodnocení 
Statistická analýza byla provedena pomocí softwaru OriginPro 2017 (OriginLab 
Corporation, Northampton, Massachusetts, USA). Po testování normality distribuce byla 
data porovnána pomocí Studentova t-testu nebo jednosměrné ANOVA s Tukeyho post-hoc 
testem. Hodnoty p ≤ 0,05 byly považovány za významné.  
Statistické hodnocení naměřených údajů RT-PCR bylo provedeno pomocí statistického 
software  Matlab Statistics Tool Box verze R 2012a pro Windows. Statistická významnost 
byla hodnocena jako p ≤ 0,05. Využito bylo dle konkrétní situace jak neparametrického 
Wilcoxonova dvoustranného párového testu, tak neparametrického Friedmanova testu.  
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4 SOUHRN VÝSLEDKŮ A JEJICH DISKUZE  
4.1 Výsledky a diskuze vztahující se k cíli 1  
Diferenciace mesenchymálních kmenových buněk v adipocyt 
V den 0 diferenciace, tedy ještě ve stavu neovlivněných mesenchymálních kmenových 
buněk, byl pozorován typický vřetenovitý tvar (obrázek 9 a 10) těchto buněk a nebyly 
přítomny ještě žádné tukové kapénky (obrázek 11A). Postupně docházelo v buňkách 
k hromadění tuku ve formě drobných tukových kapének (obrázek 11B a 11C). Přibližně od 
10. dne diferenciace docházelo k jejich postupnému zmnožování a zvětšování. V 
maturovaných adipocytech (21. den) byly již patrny velké tukové kapénky, které 
vyplňovaly značnou část buňky (obrázek 11D). Jedné velké tukové kapénky, která je 
typická pro in vivo bílý adipocyt se však v průběhu in vitro diferenciace nepodařilo 
dosáhnout. To je ale společný problém, týkající se všech in vitro studií s diferenciací 
mesenchymálních kmenových buněk do adipocytů [Karahuseyinoglu, 2008]. Pro lepší 





























Obrázek 11 - Změny obsahu tukových kapének v průběhu diferenciace 
mesenchymálních kmenových buněk derivovaných z tukové tkáně  
Legenda: 11A - Nediferencované mesenchymální kmenové buňky. 11B - 4. den 
diferenciace. 11C - 10. den diferenciace. 11D - Maturované adipocyty 21. den diferenciace 































Kvantifikace akumulovaných lipidů 
Množství přítomného barviva Oil Red O bylo spektrofotometricky kvantifikováno. Na 
obrázku 12 je patrný prudký nárůst akumulovaného tuku a tedy i nahromadění Oil Red O 
barviva v druhé polovině diferenciace (od 10. dne). Byla nalezena statisticky významná 
rozdílnost mezi množstvím barviva v buňkách v 21. den diferenciace vůči ostatním dnům 












Kromě množství akumulovaných lipidů byla v průběhu diferenciace sledována i viabilita 
buněk pomocí metody Presto blue, jejímž principem je redukce modrého 
nefluorescenčního resazurinu na růžový fluorescenční resorufin mitochondriálními enzymy 
[Zalata et al., 1998]. Viabilita byla měřena v den 0 (40691,5 ± 4153,14 relativních 
fluorescenčních jednotek, RFU), 4 (42660,75 ± 3755,62 RFU), 10 (40616,95 ± 5989,70 
RFU) a 21 (46889,95 ± 3756,07 RFU). V průběhu diferenciačního procesu nebyla 
prokázána statisticky významná rozdílnost ve viabilitě buněk. Souhrnné výsledky 
zobrazuje obrázek 13.  
 












































Jako marker zralosti adipocytů byl zvolen protein FABP4 (FABP – fatty acids binding 
proteins). Jeho přítomnost byla prokázána pomocí fluorescenční imunocytochemie u 
diferencovaných buněk, naopak na začátku diferenciace nebyla jeho přítomnost 














Obrázek 14 – Imunofluorescenční průkaz proteinu FABP4 v den 0 diferenciace 











   Legenda: modrá barva – jádra; žlutá barva – FABP4 (Objektiv 40x). 
 
Obrázek 15 – Imunofluorescenční průkaz proteinu FABP4 v den 21 diferenciace 
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Distribuce mitochondrií v buňce 
V průběhu diferenciace docházelo ke změně distribuce mitochondrií uvnitř buněk. 
V nediferencovaných buňkách vytvářely mitochondrie síť provazcovitého vzhledu 
s centrem u jádra, naproti tomu u diferencovaných buněk byly mitochondrie soustředěny 
zejména u jádra a tukových kapének (obrázek 16). 
 
Legenda: 16A Distribuce mitochondrií u nediferencovaných mesenchymálních kmenových 

























Mitochondriální membránový potenciál 
K monitoraci funkčního stavu mitochondrií bylo použito stanovení mitochondriálního 
membránového potenciálu pomocí barviva JC-1 a to spektrofotometricky a průtokovou 
cytometrií. Nízký mitochondriální membránový potenciál je charakterizovaný zelenou 
fluorescencí a vysoký potenciál naopak červenou. Výsledkem toho je, že k mitochondriální 
depolarizaci vede pokles intenzity poměru červené/zelené fluorescence. V průběhu 
diferenciace byl pozorován postupný pokles tohoto poměru a to u spektrofotometrického 
stanovení (poměr 1,55 v den 4 a 0,24 v den 21) i pomocí průtokové cytometrie (poměr 
3,19 v den 4 a 2,33 v den 21).  
Kvantitativní stanovení mRNA vybraných genů pomocí RT-PCR 
U genu OCT4 monitorujícího nediferencovaný stav buněk byl pozorován pokles exprese u 
21. dne diferenciace oproti dnu 0 a 4 (obrázek 17). Opačný trend byl pozorován u genů 
PPARG a PPARGC1B monitorujících diferenciaci. U těchto genů docházelo 
k postupnému zvyšování míry exprese (obrázek 18 a 19). Stejný trend byl pozorován i u 











































































Obrázek 18 - Změny exprese genu PPARG v průběhu diferenciace 
































































Obrázek 21 - Změny exprese genu AKT2 v průběhu diferenciace 
 
 





































Proces diferenciace mesenchymálních kmenových buněk derivovaných z tukové tkáně byl 
sledován po dobu 21 dní. V průběhu tohoto procesu byly hodnoceny morfologické změny 
buněk, jejich tvar, akumulované množství lipidů, viabilita, distribuce mitochondrií 
v buňce, mitochondriální membránový potenciál a změny genové exprese. 
V průběhu diferenciace došlo ke změně morfologie buněk a od 10. dne i k akumulaci 
lipidů. Toto potvrzují i četné publikace, které rozdělují diferenciaci adipocytů do 
jednotlivých fází. Na začátku diferenciace dochází ke ztrátě vřetenovitého tvaru a 
k synchronizování buněčného cyklu buněk, poté následuje ještě mírné mitotické zmnožení 
buněk. Poslední fází v průběhu diferenciace je již zmíněná akumulace tuků a formování 
tukové kapénky [Tang a Lane, 2012]. U zralých adipocytů byla prokázána přítomnost 
FABP4 proteinu, což je člen skupiny proteinů vázajících mastné kyseliny, jejichž 
společnou úlohou je absorpce, intracelulární transport a regulace metabolismu mastných 
kyselin. U proteinu FABP4 se předpokládá, že hraje klíčovou úlohu v již zmiňovaném 
transportu mastných kyselin, nejspíše aktivuje hormon-senzitivní lipázu a tím napomáhá 
regulaci lipolýzy [Shen et al., 1999]. Při zánětu tukové tkáně se jeho množství synergicky 
zvyšuje s leptinem, který stimuluje oxidaci mastných kyselin a snižuje jejich celkový 
příjem. S leptinem tak mají opačnou roli [Gan et al., 2015]. 
V průběhu diferenciace mají důležitou roli mitochondrie. Postupně dochází k zvyšování 
jejich počtu. Důvodem je nejspíše to, že kmenové buňky využívají při tvorbě ATP na 
rozdíl od diferencovaných buněk přednostně glykolýzu a rovněž mají menší spotřebu 
Obrázek 22 - Změny exprese genů LIPE, ACLY a FASN v průběhu diferenciace 
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energie než diferencované buňky, z toho důvodu nejsou pravděpodobně tolik závislé na 
funkčních mitochondriích [Drehmer et al., 2016]. Avšak po zahájení diferenciace a v jejím 
průběhu dochází k nárůstu potřeby energie. Tato změna je kompenzována zvýšenou 
mitochondriální biogenezí. Zdá se, že zvýšená mitochondriální biogeneze je obecným 
znakem diferencovaných buněk [Hofmann et al., 2012]. Kromě změny v počtu 
mitochondrií, dochází i ke změně jejich distribuce uvnitř buňky. Tato zjištění potvrzují i 
další práce zabývající se touto tématikou [Wilson-Fritch et al., 2003]. Významné změny u 
mitochondrií byly pozorovány díky stanovení mitochondriálního membránového 
potenciálu. Diferenciace buněk vedla ke stavu depolarizace, což je nejspíše způsobeno 
nárůstem exprese rozpřahujících proteinů UCP1, UCP2 a UCP3. K jejich zvýšené expresi 
dochází vlivem nárůstu regulátoru mitochondriální biogeneze PPARGC1B [Zhang et al., 
2013]. 
Multipotentní stav mesenchymálních kmenových buněk a jejich schopnost diferencovat 
v adipocyty jsou řízeny mnoha transkripčními faktory. Probíhající proces diferenciace byl 
sledován analýzou exprese genů, které hrají důležitou roli v průběhu vývoje adipocytu 
z mesenchymální kmenové buňky. Byla analyzována exprese genu OCT4 udržujícího 
buňky v nediferencovaném stavu, genů řídících adipocytární diferenciaci – PPARG a 
PPARGC1B a genů ovlivňujících dráhu insulinového receptoru a metabolismu lipidů ve 
vztahu k insulinové rezistenci – INSR, AKT2, ACLY, LIPE a FASN. 
OCT4 určuje nediferencovaný stav kmenových buněk. Je klíčovým regulátorem 
transkripce nejen v embryogenezi, ale také v somatických kmenových buňkách [Takahashi 
a Yamanaka, 2006].  
PPARG je členem skupiny jaderných receptorů, což jsou transkripční faktory aktivované 
ligandem. Je vysoce exprimován v tukové tkáni a hraje ústřední roli v diferenciaci a zrání 
adipocytů [Hoepner, 2019]. Podílí se na patologii mnoha onemocnění, včetně obezity, 
diabetu, aterosklerózy a rakoviny [Corrales et al., 2018].   
PPARGC1B je indukován během diferenciace bílých a hnědých adipocytů. Reguluje 
mitochondriální oxidativní fosforylaci. Vysoce reaguje na environmentální podněty a 
některé variace v tomto genu mohou zvyšovat riziko rozvoje obezity a dalších 
metabolických patologií [Liu a Lin, 2011]. 
INSR je glykoprotein s aktivitou tyrosinkinázy umístěný na plazmatické membráně, jejímž 
prostřednictvím jsou řízené účinky insulinu. Jeho aktivace vede k aktivaci AKT2 a dalších 
regulačních genů (obrázek 23). Hraje zásadní roli v adipogenezi v průběhu embryogeneze. 
V myším modelu buněk diferencujících v adipocyty s vyřazeným genem pro INSR dochází 
k chybné akumulaci tukových kapének a tak k chybné diferenciaci [Cignarelli et al., 2019].  
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FASN katalyzuje de novo syntézu mastných kyselin. Je exprimována v lipogenních 
tkáních. Běžně je exprese FASN v normálních buňkách nízká, protože buňky získávají 
potřebné mastné kyseliny spíše z diety než lipogenezí. Bylo zjištěno, že exprese se zvyšuje 
při nádorových onemocněních prostaty, prsu, tlustého střeva a plic. Kromě toho se FASN 
podílí na vzniku diabetu. Inhibitory FASN tak mohou potenciálně poskytovat možnost 
léčby některých nádorových onemocnění, obezity, DM2T a poruch jater [Abdel-Magid, 
2015].  
ACLY je enzym zodpovědný za tvorbu cytosolického acetyl-CoA, který vzniká ze 
sacharidů v mitochondriích a pro biosyntézu mastných kyselin musí být transportován do 
cytosolu. Tak ACLY spojuje metabolismus glukózy a syntézu mastných kyselin [Chypre, 
2012].  
LIPE kóduje hormon-senzitivní lipázu zodpovědnou za štěpení triglyceridů na mastné 
kyseliny [Carmen, 2006].  
 
 
Obrázek 23 - Souvislost signální dráhy insulinu s adipogenezí a metabolismem lipidů, 




4.2 Výsledky a diskuze vztahující se k cíli 2  
V průběhu 28denní diferenciace došlo ke statisticky významnému snížení exprese genu 
OCT4 v médiu obohaceném lipidy oproti samotného standardnímu diferenciačnímu médiu 
(obrázek 24). To znamená, že přítomnost lipidů v médiu způsobila zkrácení doby, kdy jsou 
buňky v multipotentním stavu a urychlila jejich diferenciaci. Naproti tomu kultivace v 
médiu obohaceném o DDE významně zvýšila expresi OCT4. DDE obsažené v kultivačním 
médiu tedy způsobilo změnu v programu diferenciace, a to tak, že došlo k prodloužení 
doby kmenovosti buněk.  
 
 
Obrázek 24 - Změny exprese genu OCT4 v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
o c = 1 µM; C3 = diferenciační médium s DDE o c = 10 µM. 
 
V průběhu diferenciace bylo v čistém diferenciačním médiu pozorováno zvýšení exprese 
PPARGC1B a PPARG (obrázek 25 a 26). Oproti němu došlo ke statisticky významnému 
poklesu exprese těchto genů v diferenciačním médiu obohaceném lipidy. V přítomnosti 
DDE o koncentraci 0,1 µM došlo do 10. dne průběhu diferenciace k významnému zvýšení 
































Obrázek 25 - Změny exprese genu PPARGC1B v průběhu diferenciace pod vlivem 
DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
o c = 1 µM; C3 = diferenciační médium s DDE o c = 10 µM. 
 
 
Obrázek 26 - Změny exprese genu PPARG v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          






















































V médiu obohaceném lipidy bylo ve srovnání se standardním diferenciačním médiem 
zjištěno významné snížení exprese AKT2. Kultivace v médiu s DDE způsobila výrazné 
zvýšení exprese INSR a AKT2, hlavně při nižší koncentraci polutantu (obrázek 27 a 28).   
 
Obrázek 27 - Změny exprese genu INSR v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
o c = 1 µM; C3 = diferenciační médium s DDE o c = 10 µM. 
 
Obrázek 28 - Změny exprese genu AKT2 v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          

























































V diferenciačním médiu obohaceném lipidy bylo ve srovnání se standardním 
diferenciačním médiem pozorováno statisticky významné snížení exprese ACLY, FASN a 
LIPE (obrázek 29, 30 a 31). Kultivace v médiu obsahující DDE zvýšila expresi FASN a 
LIPE. U ACLY byl tento účinek významný pouze v koncentraci 0,1 µM. Je třeba 
rozlišovat vliv DDE na metabolismus v přítomnosti přidaných lipidů a bez nich. Zatímco 
exprese ACLY a LIPE se v přítomnosti lipidů snižuje, DDE tento účinek mírně, ale 




Obrázek 29 - Změny exprese genu LIPE v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
































Obrázek 30 - Změny exprese genu ACLY v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          
o c = 1 µM; C3 = diferenciační médium s DDE o c = 10 µM. 
 
 
Obrázek 31 - Změny exprese genu FASN v průběhu diferenciace pod vlivem DDE 
Legenda: M = diferenciační médium; M+R = diferenciační médium s rozpouštědlem;                    
C1 = diferenciační médium s DDE o c = 0,1 µM; C2 = diferenciační médium s DDE          






















































DDE je metabolitem známého insekticidu DDT. Za objevení insekticidních účinků DDT 
získal v roce 1948 Paul Müller Nobelovu cenu. Původně se používalo jako insekticid k 
potlačení malárie, ale jeho použití velmi rychle rostlo. V roce 1972 jeho použití Spojené 
státy americké zakázaly z důvodu jeho nepříznivých environmentálních účinků. V roce 
2001 se podepsáním Stockholmské konvence k tomuto rozhodnutí přidaly i další státy, ale 
přesto je DDT stále doporučováno WHO pro postřik vnitřních prostor jako prevence proti 
malárii. Proto je také nadále vyráběno [Elmore a La Merrill, 2019].  
V současných přehledových článcích a metaanalýzách jsou DDT a DDE klasifikovány 
jako obezogeny a jsou asociovány s dalšími onemocněními spojenými s obezitou, a to 
DM2T, Alzheimerovou chorobou a rakovinou. Mechanismus působení DDT nebo DDE, 
který k těmto onemocněním vede, není zatím vyřešený. Jednou hypotézou je, že se jedná o 
látky poškozující mitochondriální funkce [Elmore a La Merrill, 2019].     
DDE je známé jako bioakumulativní polutant s afinitou k tukové tkáni. Dílčím cílem této 
práce bylo sledovat vliv DDE na proces diferenciace mesenchymálních kmenových buněk 
v adipocyty a rovněž jeho vliv na geny insulinové signální dráhy a lipidového 
metabolismu.  
Kultivace v médiu obsahujícím DDE významně zvýšila expresi OCT4. DDE obsažené v 
kultivačním médiu tedy způsobilo změnu v programu diferenciace, a to tak, že udržovalo 
buňky déle v multipotentním stavu. V souladu s tímto zjištěním je práce dalších autorů, 
která ukazuje proliferativní efekt DDE na preadipocyty a další buňky [Chapados et al., 
2012; Aubé et al., 2011].  
PPARGC1B je členem skupiny PGC-1, multifunkčních transkripčních koregulátorů, kteří 
působí jako “molekulární přepínače” v mnoha metabolických pochodech. PPARGC1B 
reguluje mitochondriální oxidativní metabolismus. Uldry et al. [2006] pozorovali, že 
exprese PGC1B je vyvolána během diferenciace bílých a hnědých adipocytů. Výsledek 
této práce ukazuje to samé, v průběhu diferenciace v diferenciačním médiu došlo ke 
zvýšení exprese PPARGC1B, pod vlivem DDE ještě k výraznějšímu.  
Je třeba zmínit, že buňky kultivované pod vlivem DDE vypadaly vizuálně jako lépe 
prosperující a diferencující. Toto pozorování je v souladu s výsledky práce Mangum et al. 
[2015], ačkoliv ta byla prováděna na myší buněčné linii 3T3-L1.   
Bylo zjištěno, že hyperinsulinemie v souvislosti s obezitou ovlivňuje zánět tukové tkáně, 
což podporuje podmínky, které potlačují nejen lipogenezi adipocytů de novo stimulovanou 
insulinem, ale i citlivost na insulin [Pedersen et al., 2015].  
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Vzhledem k tomu, že v médiu byla během kultivace vyšší koncentrace insulinu než je 
fyziologická norma, byly buňky pod stálou stimulací insulinu, takže by neměly reagovat 
zvýšením exprese INSR. Přesto byl naměřen výrazný nárůst exprese INSR a AKT2 v 
přítomnosti DDE, zejména v médiu s nejnižší koncentrací polutantu. Zatímco při kultivaci 
v čistém diferenciačním médiu a v médiu obohaceném lipidy je exprese INSR relativně 
nízká, expozice DDE způsobila značný nárůst. Zvýšení exprese insulinového receptoru 
tedy musí souviset s účinky DDE.  
Kultivace v médiu obohaceném lipidy snižuje hodnoty transkripčního faktoru AKT2, který 
reguluje expresi FASN. DDE však radikálně mění tento účinek, protože jeho přítomnost 
způsobuje nadměrnou expresi FASN navzdory skutečnosti, že syntéza mastných kyselin 
není v médiu bohatém na lipidy nutná. V tomto smyslu DDE stimuluje syntézu mastných 
kyselin.  
Ačkoliv nebylo zaregistrováno významné zvýšení exprese AKT2, bylo naměřeno zvýšení 
exprese genů ACLY a FASN podílejících se na lipogenezi, což je považováno za efekt 
insulinu. To naznačuje ještě jiný mechanismus regulace těchto genů. Jedním z nich by 
mohla být inhibice transkripční aktivity glukokortikoidního jaderného receptoru 
polutantem [Wilson et al., 2016].        
Podobně jako u genů podílejících se na lipogenezi, způsobilo DDE přidané do 
diferenciačního média zvýšení exprese genu LIPE spojeného s metabolismem lipidů. 
Přítomnost lipidů v diferenciačním médiu snížilo expresi LIPE ve srovnání s expresí v 
buňkách kultivovaných v čistém médiu. DDE tento efekt zmenšuje, v přítomnosti lipidů 
syntézu lipidů stimuluje.  
PPARG je lipidy aktivovaný transkripční faktor regulující geny zapojené v diferenciaci 
adipocytů a metabolismu lipidů včetně FASN [Watanabe et al., 2003]. Pod vlivem DDE se 
exprese PPARG zvyšuje, což zřejmě rovněž přispívá k pozorovanému zvýšení exprese 
FASN. V době plné diferenciace do adipocytů bylo pozorováno snížení exprese PPARG v 
buněčných kulturách vystavených lipidům. Pod vlivem DDE navíc došlo v den 10 a 21 ke 
zvýšení exprese tohoto genu. Jedním z účinků DDE je zřejmě urychlení diferenciace z 
pohledu rychlejšího dosažení adipocytárních znaků.  
Na základě hodnocení exprese genů podílejících se na syntéze lipidů a její regulaci se zdá, 
že vliv DDE na diferencující se adipocyty je podobný účinku samotného insulinu, mimo 
to, že zvyšuje syntézu lipidů. Toto zjištění je v souladu s epidemiologickou studií Tang-
Péronarda et al. [2015], kde byla vysoká expozice DDE před narozením dána do 
souvislosti s vysokými hladinami insulinu u pětiletých dívek. V kontextu tohoto je 
zajímavý rovněž výsledek Howella et al. [2014], kteří zjistili, že expozice myší DDE 
způsobila hyperglykémii, která nebyla způsobena insulinovou resistencí. Ti samí autoři 
uvádějí, že chronická expozice DDE navzdory počáteční hyperglykémii vede k 
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normalizaci glykémie. Zdá se, že tato normalizace hladin glukózy je výsledkem zvýšené 
citlivosti na insulin.   
Pod vlivem DDE vzrůstající exprese těchto genů vede k syntéze mastných kyselin. La 
Merrill et al. [2014] popisuje, že vystavení myší pesticidu DDE vedlo ke zvýšení tělesného 
tuku u jejich potomků.   
Kim et al. [2016] publikovali výsledky studie efektu DDT a DDE na diferenciaci adipocytů 
a metabolismus lipidů. Jako adipocytární model použili myší linii 3T3-L1 a DDE 
rozpouštěli v dimethylsulfoxidu. Analyzovali expresi PPARG, FASN, ACLY a LIPE a 
rovněž pozorovali vyšší expresi těchto genů v buňkách vystavených DDE.  
Pestana et al. [2017] popisovali efekty expozice DDE na myši Wistar. Shrnuli, že 





5.1 Závěry vztahující se k cíli 1 
V průběhu diferenciace byly pozorovány morfologické změny mesenchymálních buněk, 
kdy se buňky typického protáhlého vřetenovitého tvaru měnily na adipocyty vyplněné 
tukovými kapénkami. Tyto změny byly fotodokumentovány ve stanovené dny – 0, 4, 10 a 
21. Po 10. dni diferenciace došlo k největšímu nárůstu velikosti tukových kapének uvnitř 
dozrávajících adipocytů a 21. den pak již tukové kapénky vyplňovaly značnou část buňky.    
Toto bylo potvrzeno i barvením Oil Red O, pomocí něhož byly tukové kapénky 
vizualizovány, ve spojení s kvantifikací zachyceného barviva jeho spektrofotometrickým 
měřením.  
Diferenciace mesenchymálních buněk v adipocyty byla potvrzena fluorescenční 
imunocytochemií, kde byl jako marker použit specifický protein fatty acid binding protein 
4 (FABP4). Tento cytoplazmatický protein je exprimovaný převážně v adipocytech a jeho 
funkcí je vychytávání mastných kyselin s dlouhým řetězcem a jejich transport a 
metabolismus.   
Pomocí metody PrestoBlue™ Cell Viability Reagent byla stanovována viabilita buněk, 
kdy vyšší hodnota fluorescence koreluje s vyšší celkovou metabolickou aktivitou buněk. 
V průběhu diferenciace nebyly pozorovány signifikantní změny v buněčné viabilitě.  
Důležitou roli hrají ve zrajícím adipocytu mitochondrie.  Postupně dochází ke zvyšování 
jejich počtu a ke změně jejich distribuce uvnitř buňky. To je v souladu s navyšováním 
metabolismu buňky.  
K monitoraci funkčního stavu mitochondrií bylo použito stanovení mitochondriálního 
membránového potenciálu spektrofotometricky pomocí barviva JC-1 a průtokovou 
cytometrií. V průběhu diferenciace byl v obou případech pozorován pokles poměru 
červené/zelené fluorescence. To je nejspíše způsobeno zvýšenou expresí rozpřahujících 
proteinů skupiny UCP způsobenou nárůstem mitochondriální biogeneze v průběhu 
diferenciace buněk, což vede ke stavu depolarizace mitochondriální membrány.   
Genovou expresí vybraných genů RT-PCR byla rovněž potvrzena diferenciace 
mesenchymálních kmenových buněk v adipocyty. Exprese genu OCT4 udržujícího buňky 
v multipotentním stavu v průběhu diferenciace klesá, jak buňky opouštějí multipotentní 
stav a ztrácejí schopnost proliferace. Naproti tomu geny řídící diferenciaci v adipocyty 
(PPARG a PPARGC1B) a geny metabolismu lipidů a insulinové signální dráhy (INSR, 
AKT2, ACLY, LIPE, FASN) v průběhu diferenciace rostou, tak jak se kmenová buňka 







5.2 Závěry vztahující se k cíli 2 
Přidání lipidů do diferenciačního média simulující nutričně toxické prostředí statisticky 
významně snižuje u diferencujících se adipocytů z hADMSC expresi genů regulujících 
adipogenezi, především OCT4, PPARG a PPARGC1B.  
 
Expozice DDE zvyšuje statisticky významně expresi INSR, AKT2, včetně LIPE, ACLY a 
FASN oproti diferenciačnímu médiu s přidanými lipidy, to ukazuje na narušené regulační 
mechanismy v buňkách. Lipidový metabolismus se zvyšuje, je syntetizováno více 
triglyceridů, může se tak snáze rozvíjet obezita a metabolická onemocnění, která souvisejí 
s insulinovou signální dráhou, kdy se účinek DDE podobá účinku insulinu.    
Expozice DDE tedy mění diferenciaci adipocytů a zvyšuje metabolismus lipidů 
v přítomnosti nutričně toxického prostředí zátěže lipidy. Je tak narušeno uskladňování 
lipidů uvnitř tukových kapének, snížena adaptační funkce zrajícího adipocytu na vnější 
zátěž tukem a zdůrazněna insulinová signální dráha. Pro výsledný zdravotní efekt je pak 
během diferenciace adipocytu rozhodující koncentrace polutantů a jejich vzájemné 
namixování. Tyto změny na molekulární úrovni adipocytu pak mohou měnit funkční 
zdatnost tukové tkáně a přispívat nejen k obezitě, ale zejména k jejím metabolickým 
komplikacím ve formě insulinové rezistence.     
Tato práce tak potvrzuje názory, že perzistentní organické polutanty nejsou v tukové tkáni 
pouze pasivně uloženy, ale že aktivně vstupují do metabolických funkcí a narušují je.  
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5.3 Závěry pro praxi a výhled do budoucna 
Tuková tkáň má kromě funkce skladování energie i další funkce, a to funkci endokrinní a 
imunitní. V současné době by její další výzkum na molekulární úrovni mohl přinést další 
poznatky, které přispějí k léčbě obezity a jejích mnohých komplikací. Z toho vyplývá 
rovněž potřebný výzkum tukové kapénky, neboť pochopení jejích základních biologických 
vlastností, jejích vztahů k ostatním organelám, a mechanismů, které v ní probíhají, by mohl 
osvětlit řadu patologických stavů a poskytnout nové molekulární cíle pro terapii.      
Rovněž lepší porozumění stimulace aktivity hnědých a béžových adipocytů během 
tělesného cvičení by mohlo také pomoci s bojem proti obezitě, a zlepšit tak metabolické 
zdraví. 
Obezita je v současné době celosvětovým zdravotním problémem, kterému lze preventivně 
předcházet. Lepším pochopením všech fyziologickým dějům vedoucím k tomuto 
onemocnění by tak mohlo zamezit nesčetným ekonomickým ztrátám, které jsou spojené 
s léčbou a pracovní neschopností. Současné metody léčby obezity zahrnují dietoterapii, 
programy fyzické aktivity, psychologickou podporu, farmakoterapii a chirurgickou léčbu 
(bariatrické operace). Nutná je velká motivace pacienta změnit celý svůj životní styl.  
Funkce tukové tkáně může být narušena i chemickými látkami ze životního prostředí. Tzv. 
endokrinní disruptory mohou vznik obezity a jejích komplikací podporovat. Výzkum 
patologických efektů těchto látek by mohl rovněž pomoci v prevenci těchto onemocnění.  
K tomu se ovšem pojí ochrana životního prostředí, snaha tyto látky v běžném životě 
používat co nejméně.   
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